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Objetivo: Verificar se o perfil proteômico do plasma seminal reflete alterações 
funcionais nos espermatozoides e o nível seminal de peroxidação lipídica. Método: 
Um estudo transversal foi realizado incluindo 156 pacientes normozoospérmicos. 
Após a coleta do sêmen por masturbação, uma alíquota foi utilizada para a análise 
seminal e outra para a avaliação da atividade mitocondrial, da integridade do 
acrossoma e da integridade do DNA dos espermatozoides. O volume remanescente 
de sêmen foi centrifugado e o plasma seminal sobrenadante foi utilizado para a 
avaliação do nível seminal de peroxidação lipídica e para a análise proteômica. 
Posteriormente, os pacientes foram divididos em percentis (15%) para formação dos 
grupos experimentais de cada estudo: Estudo 1 - alta (grupo controle) e baixa (grupo 
alterado) atividade mitocondrial dos espermatozoides, Estudo 2 - alta (grupo 
controle) e baixa (grupo alterado) integridade do acrossoma dos espermatozoides, 
Estudo 3 - baixa (grupo controle) e alta (grupo alterado) fragmentação do DNA dos 
espermatozoides e Estudo 4 - baixo (grupo controle) e alto (grupo alterado) níveis 
seminais de peroxidação lipídica. A análise proteômica foi realizada utilizando LC-
MS/MS. Os grupos foram comparados por meio de análise univariada (teste t de 
Student) e análise multivariada (PLS-DA e análise discriminante). As proteínas 
significantes foram posteriormente submetidas a análise de enriquecimento 
funcional. Resultados: Nos estudos 1, 2, 3 e 4 foram observadas 506, 493, 474 e 
629 proteínas, respectivamente. As funções enriquecidas no estudo 1 foram 
detoxificação de EROs e ligação a NADP (controle) e atividade de oxidoredutase 
intramolecular, catabolismo de aminoglicanos, inibição de endopeptidases, 
lisossomos e resposta imune de fase aguda (alterado). As principais funções 
enriquecidas no estudo 2 foram resposta imune (controle) e inibição de fosfolipase, 
metabolismo do ácido araquidônico, exocitose, resposta inflamatória aguda, 
resposta ao peróxido de hidrogênio e transporte lisossomal (alterado). As principais 
funções enriquecidas no estudo 3 foram metabolismo de carboidratos, regulação de 
lipoproteínas, regulação negativa da apoptose, metabolismo de hormônios, atividade 
de metalopeptidases, ligação ao NAD e lisossomos (controle) e biossíntese de 
prostaglandinas e ligação a ácidos graxos (alterado). As principais funções 
enriquecidas no estudo 4 foram biossíntese de ácidos graxos insaturados, atividade 
de oxidantes e antioxidantes e resposta celular ao estresse térmico (alterados). Nos 
estudos 1, 2, 3 e 4 foram sugeridos 8, 6, 8 e 7 biomarcadores seminais de atividade 
mitocondrial, integridade acrossoma, fragmentação de DNA e peroxidação lipídica, 
respectivamente. Conclusões: O perfil proteômico do plasma seminal reflete 
alterações funcionais dos espermatozoides e o nível seminal de peroxidação lipídica 
e diversas funções pós-genômicas estão relacionadas às alterações estudadas. 
Proteínas relacionadas às alterações funcionais dos espermatozoides e ao nível 
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A infertilidade é definida como a ausência de gravidez em um casal que 
mantém relações sexuais frequentes, bem distribuídas ao longo do ciclo menstrual e 
sem o uso de métodos contraceptivos, por no mínimo doze meses (1). Estima-se 
que aproximadamente 15% dos casais em idade reprodutiva sejam inférteis, sendo 
que o fator masculino está presente em 50% dos casos (2). Atualmente, a avaliação 
clínica da infertilidade masculina inclui o estudo do histórico médico, o exame físico e 
a análise seminal, entre outras avaliações (3). A análise seminal avalia a produção 
de espermatozoides pelo testículo, a motilidade e vitalidade dessas células, a 
secreção das glândulas sexuais masculinas e a ejaculação (4). Essa avaliação é 
considerada indispensável durante a investigação inicial da infertilidade conjugal, a 
fim de fornecer informações a respeito do potencial fértil masculino (3). Todavia, a 
análise seminal não é um método diagnóstico direto de infertilidade, uma vez que 
não é um preditor preciso do sucesso reprodutivo. Isso é consequência da falta de 
avaliação das propriedades fisiológicas e funcionais do espermatozoide (5,6).  
Levando-se em consideração o grande número de processos finamente 
orquestrados envolvidos para que ocorra a fertilização (7), é importante a avaliação 
não só da qualidade seminal, mas também da qualidade funcional dos 
espermatozoides (4,6,8). Dentre as principais características funcionais do 
espermatozoide, merecem especial destaque: (i) o padrão correto de motilidade e 
hipermotilidade, o que está relacionado à atividade das mitocôndrias presentes na 
peça intermediária do espermatozoide (9), (ii) a capacidade de penetração na zona 
pelúcida do oócito, o que depende diretamente da integridade do seu acrossoma 
(10) e (iii) a capacidade de formação de um zigoto viável e sem alterações 
genéticas, sendo necessário para isso um DNA íntegro e capaz de se descondensar 
após a fertilização (11). 
Devido à sua importância para a fertilização, alterações nas funções dos 
espermatozoides são reconhecidas como os principais mecanismos celulares 
subjacentes à infertilidade masculina e estão presentes em pelo menos 25% dos 
homens inférteis (12–14). Estudos demonstraram a presença dessas alterações em 
pacientes adolescentes e adultos com varicocele (15–18), tabagistas (19), com 
obesidade (20) e com lesão medular (21).  
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Essas alterações podem ocorrer principalmente durante a espermatogênese e 
a maturação epididimária (22,23) e acredita-se que o principal fator etiológico seja o 
estresse oxidativo (10,24–26). Esse ocorre devido a um desequilíbrio entre a 
quantidade de espécies reativas de oxigênio (EROs) e de antioxidantes, 
favorecendo o lado pró-oxidativo (27). Sugere-se que pelo menos 40% dos homens 
inférteis apresentam estresse oxidativo seminal (28). Além disso, o estresse 
oxidativo seminal foi associado à infertilidade sem causa aparente, mesmo quando 
as variáveis seminais estavam dentro dos valores de corte propostos pela 
Organização Mundial da Saúde (29). O estresse oxidativo pode promover danos às 
funções dos espermatozoides principalmente por dois mecanismos. O primeiro 
mecanismo é a oxidação dos fosfolipídeos das membranas celular e mitocondrial, 
processo conhecido como peroxidação lipídica. Devido à perda da permeabilidade e 
da integridade das membranas, a peroxidação lipídica pode levar à redução da 
atividade mitocondrial, a danos no acrossoma e à fragmentação do DNA dos 
espermatozoides (30–32). O outro mecanismo consiste na oxidação de proteínas do 
plasma seminal e dos espermatozoides, a qual pode promover a alteração da função 
das proteínas oxidadas ou a sua lise e liberação para o plasma seminal (33–36). 
O plasma seminal constitui o componente líquido do sêmen e é composto por 
lipídeos, proteínas, açúcares e metabólitos, os quais interagem entre si e com os 
espermatozoides para fornecer substratos para o seu metabolismo e para protegê-
los durante seu trânsito pelo trato reprodutivo feminino (37,38). O estudo do plasma 
seminal sob uma perspectiva proteômica pode auxiliar o entendimento sobre a 
regulação da função do espermatozoide por proteínas do plasma seminal, identificar 
os mecanismos envolvidos com alterações na integridade funcional dos 
espermatozoides (55) e facilitar a busca de métodos diagnósticos para avaliação da 
qualidade do espermatozoide mais simples e aplicáveis na rotina clínica (8). Isso é 
importante, pois (i) a análise seminal apresenta baixa sensibilidade e poder preditivo 
para avaliação da infertilidade masculina (5,6), (ii) a utilização das análises 
funcionais dos espermatozoides ainda não é recomendada pela Sociedade 
Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM) (3) e (iii) uma causa de infertilidade não 
pode ser encontrada em 25% dos casos, classificados como infertilidade sem causa 
aparente (56). 
Em relação ao plasma seminal, é importante ressaltar que: (i) apesar de maior 
parte da sua composição ser proveniente das vesículas seminais e próstata, 
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aproximadamente 10% das proteínas do plasma seminal são de origem testicular e 
epididimária (39), (ii) as proteínas epididimárias presentes no plasma seminal 
possuem um grande envolvimento na qualidade do espermatozoide (40), (iii) 
proteínas associadas à função testicular podem ser encontradas no plasma seminal 
(38,41,42), (iv) o plasma seminal pode apresentar proteínas de espermatozoides 
alterados presentes ao longo de todo o trato genital masculino (43–45), (v) proteínas 
do plasma seminal podem regular a função dos espermatozoides e estudos em 
humanos e bovinos revelaram que a adição do plasma seminal de doadores férteis a 
espermatozoides de doadores inférteis promove uma melhora na sua qualidade 
funcional (37,46,47) e (vi) alterações no proteoma do plasma seminal já foram 
associadas a diversas causas de infertilidade, como azoospermia não obstrutiva 
(48,49), azoospermia obstrutiva (50), astenozoospermia (40), varicocele (51) e 
vasectomia (39,49), bem como a alterações funcionais dos espermatozoides, como 
a alta fragmentação do seu DNA (41). Dessa forma, é possível sugerir que a 
composição proteica do plasma seminal é essencial para a função correta dos 
espermatozoides e reflete diretamente a espermatogênese, a maturação 
epididimária e a integridade dos espermatozoides, podendo refletir, também, a 
qualidade funcional dos espermatozoides.  
Nesse contexto, a hipótese deste estudo foi que o perfil de proteínas e as 
funções pós-genômicas do plasma seminal podem refletir a redução da atividade 
mitocondrial, da integridade do acrossoma e da integridade do DNA dos 
espermatozoides, devido à alteração direta nos mecanismos da espermatogênese e 
da maturação epididimária, e o estresse oxidativo seminal, devido à oxidação e lise 






Verificar se o perfil proteômico do plasma seminal reflete alterações 
funcionais nos espermatozoides e o nível seminal de peroxidação lipídica. 
 
 
1.1.1 Objetivos específicos 
• Comparar os perfis proteômicos do plasma seminal entre: 
a. Pacientes com baixa e com alta atividade mitocondrial dos 
espermatozoides;  
b. Pacientes com baixa e com alta integridade do acrossoma dos 
espermatozoides;  
c. Pacientes com baixa e com alta fragmentação de DNA dos 
espermatozoides; 
d. Pacientes com baixo e com alto nível seminal de peroxidação 
lipídica.  
 
• Identificar os processos biológicos alterados no plasma seminal em relação 
a cada dano funcional do espermatozoide e ao nível seminal de peroxidação 
lipídica.  
 
• Identificar possíveis biomarcadores seminais relacionados à qualidade 








2.1 Pacientes e coleta das amostras 
Este estudo foi financiado pela chamada Fleury de projetos, projeto Universal 
do Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq, 
processo 472941/2012-7) e Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São 
Paulo (bolsa FAPESP, processo 2011/14631-7) e aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da UNIFESP (número de processo 1184/11, Anexo I). 
Foi realizado um estudo transversal incluindo os pacientes encaminhados ao 
Laboratório de Andrologia do Setor de Reprodução Humana da Disciplina de 
Urologia, Departamento de Cirurgia, da Universidade Federal de São Paulo 
(UNIFESP). Os fatores de inclusão foram homens com idade entre 20 e 50 anos que 
apresentaram concentração de espermatozoides superior a 15x106 
espermatozoides/mL de sêmen. Os fatores de exclusão foram volume ejaculado 
menor do que 1,5 mL, motilidade progressiva inferior a 32%, morfologia abaixo de 
4% ou concentração de leucócitos igual ou superior a 1x106 leucócitos/mL de 
sêmen. 
As amostras seminais foram colhidas no Laboratório de Andrologia entre julho 
de 2012 e novembro de 2013, por masturbação, após dois a cinco dias de 
abstinência ejaculatória, em área anexa ao laboratório e em recipientes de 
polipropileno estéreis. No total, duzentos e trinta e três pacientes foram coletados, 
dos quais setenta e sete foram excluídos devido a alterações na análise seminal. 
Assim, cento e cinquenta e seis pacientes foram incluídos neste estudo. 
 
 
2.2 Desenho experimental do estudo 
Após a coleta e liquefação do sêmen, uma alíquota foi utilizada para a análise 
seminal, realizada de acordo com as recomendações da Organização Mundial da 
Saúde (OMS) de 2010 (57). O restante da amostra foi imediatamente encaminhado 
ao Centro de Pesquisa em Urologia da UNIFESP, onde foi realizada a parte 
experimental deste estudo. Então, uma alíquota de sêmen foi utilizada para a 
avaliação da atividade mitocondrial, da integridade do acrossoma e da integridade 
do DNA dos espermatozoides e o volume remanescente foi centrifugado a 800 xG 
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por trinta minutos. O plasma seminal sobrenadante foi congelado sem adição de 
crioprotetores e mantido a -20 °C até o momento da avaliação do nível seminal de 
peroxidação lipídica e da análise proteômica. Antes da sua utilização, o plasma 
seminal foi descongelado e centrifugado a 16.100 xG por uma hora a 4 °C para 
remoção de debris celulares. 
Posteriormente à coleta de todas as amostras e à aplicação dos critérios de 
exclusão, os pacientes incluídos neste estudo foram distribuídos em grupos 
experimentais, de acordo com a qualidade funcional dos espermatozoides e com o 
nível seminal de peroxidação lipídica, conforme descrito abaixo. Todos os reagentes 
utilizados neste estudo foram adquiridos da Sigma (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), a 
não ser quando descrito. 
 
 
2.3 Avaliação da atividade mitocondrial dos espermatozoides  
A atividade mitocondrial foi avaliada pelo método de coloração por  
3,3’-diaminobenzidina (DAB) (15,16,18–21,32,58). Esse teste baseia-se na oxidação 
do DAB pelo complexo do citocromo c e na sua consequente deposição na peça 
intermediária do espermatozoide (59). Para isso, uma alíquota de sêmen fresco foi 
diluída em uma solução 1 mg/mL de DAB em PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCl;  
10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4), em uma proporção de 1:1 a 1:5 (v:v) 
sêmen/corante, dependendo da concentração de espermatozoides. A amostra foi, 
então, incubada por uma hora em banho-maria a 37 °C , no escuro. Após o período 
de incubação, foram preparados dois esfregaços de 15 µL em lâminas de 
microscopia (Precision Glass Line, China). Depois de secas, as lâminas foram 
fixadas em uma solução 10% (v:v) formaldeído (Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, 
França) por dez minutos e deixadas à temperatura ambiente para secarem.  
Duzentas células por paciente foram analisadas em microscópio Olympus BX-
51 com contraste de fase (Olympus, Japão), em magnificação de 1.000 vezes 
(imersão). Essas foram classificadas em: classe I (100% da peça intermediária 
corada), classe II (mais de 50% da peça intermediária corada), classe III (menos de 
50% da peça intermediária corada) e classe IV (ausência de coloração da peça 
intermediária) (59). Como marcador de alterações na atividade mitocondrial dos 
espermatozoides, foi utilizada a porcentagem de espermatozoides DAB classe III, 
7 
 
pois em estudos anteriores essa foi a variável de atividade mitocondrial que melhor 
se correlacionou com as diferenças biológicas estudadas (15,16,18,21).  
 
 
2.4 Avaliação da integridade do acrossoma dos espermatozoides 
A integridade do acrossoma foi avaliada por meio da ligação da lectina PNA 
(Peannut agglutinin) (15) a glicoproteínas presentes na membrana acrossomal 
externa (60). Inicialmente, foram preparados dois esfregaços com 15 μL de sêmen 
em lâminas de microscopia, as quais foram mantidas à temperatura ambiente para 
secarem. Então, as lâminas foram fixadas em metanol (Merck KGaA, Darmstadt, 
Alemanha) por quinze minutos e novamente mantidas à temperatura ambiente para 
secarem. Em seguida, essas foram recobertas com solução de coloração 60 μg/mL 
de PNA (Life Technologies, Califórnia, EUA) em PBS e mantidas no escuro por trinta 
minutos. Após esse tempo, as lâminas foram lavadas com água Milli-Q e analisadas 
em microscópio Olympus BX-51, com módulo de epifluorescência e equipado com 
filtro de excitação de 490 nm e emissão de 520 nm (Olympus, Japão). Duzentas 
células por amostra foram classificadas de acordo com a integridade acrossomal 
(acrossoma íntegro ou não íntegro), em magnificação de 1.000 vezes (imersão).  
 
 
2.5 Avaliação da integridade do DNA dos espermatozoides 
Para avaliação da integridade do DNA, foi realizado o ensaio cometa alcalino 
(15–20,32,41,58,61). Primeiramente, duas lâminas por amostra foram preparadas 
previamente com 1.000 µL de agarose normal melting point (NMPA, GE Healthcare, 
Buckinghamshir, Reino Unido) 1% (p:v) em TBE (0,1 M Tris [GE Healthcare, 
Buckinghamshir, Reino Unido]; 0,083 M ácido bórico; 0,001 M Na2-EDTA [Carlo Erba 
Reagents, Val de Reuil, França]). Em cada lâmina, foram adicionados 100 µL de 
uma alíquota de sêmen fresco diluído em agarose low melting point (LMPA, Life 
Techonologies, Califórnia, EUA) 0,75% (p:v) em TBE para uma concentração final de 
espermatozoides de 1x106/mL de LMPA. As lâminas foram cobertas por lamínulas 
(Precision Glass Line, China) e mantidas a 4 °C par a solidificar. Após dez minutos, 
as lamínulas foram removidas e 300 µL de LMPA foram adicionados. As lâminas 
foram novamente cobertas por lamínulas e mantidas por dez minutos a  
4 °C. Após a remoção das lamínulas, as lâminas fora m cobertas com 1 mL de 
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solução de lise gelada (100 mM Na2-EDTA; 10 mM Tris; 2,5 M NaCl; 2% (v:v) Triton 
X-100; 4 mM ditiotreitol – DTT [GE Healthcare, Buckinghamshir, Reino Unido]; 
pH=11,0) e mantidas por uma hora a 4 °C. Em seguida , esse procedimento foi 
repetido e as lâminas permaneceram por mais uma hora a 4°C. As lâminas foram, 
então, lavadas com água Milli-Q (2 x 5 minutos) e, em seguida, imersas em solução 
alcalina de eletroforese (300 mM NaOH [Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, França]; 
1 mM Na2-EDTA; pH>13,0), por vinte minutos. A eletroforese foi realizada por vinte 
minutos a 1,5 V/cm e a uma intensidade de corrente máxima de 270 mA. Em 
seguida, as lâminas foram lavadas com TBE (2 x 3 minutos) e fixadas (3 x 2 
minutos) em etanol 100% (LabSynth, São Paulo, Brasil). Posteriormente, as lâminas 
foram coradas com solução de SYBR® Green (SYBR® Green II RNA gel stain, 
10.000 vezes em DMSO) diluído 1:10.000 (v:v) em TBE por quarenta minutos. As 
lâminas foram, então, lavadas com TBE para remoção da coloração de fundo. 
 Um total de cem espermatozoides por paciente foi observado no microscópio 
de epifluorescência Olympus BX-51 (Olympus, Japão), com filtro de excitação de 
490 nm e emissão de 520 nm, em magnificação de 400 vezes (imersão). As células 
foram analisadas utilizando-se o software Komet 6.0.1 (Andor Technology, Ulster, 
Reino Unido). Como marcador de fragmentação do DNA dos espermatozoides, foi 
utilizada a mediana da variável Comet Distributed Moment (62), pois essa foi a 
variável de fragmentação de DNA que apresentou a distribuição mais próxima à 
distribuição normal. O Comet Distributed Moment leva em consideração o 
comprimento e intensidade de fluorescência de todo o cometa e não distingue a 
cauda da cabeça do cometa (62).  
 
 
2.6 Avaliação do nível seminal de peroxidação lipídica  
Para a avaliação do nível seminal de peroxidação lipídica, foi realizada a 
mensuração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (15,18,19). 
Esse é um complexo de coloração rosada com pico de absorbância em 540 nm, 
formado a partir da reação do malondialdeído (MDA), um dos produtos finais da 
peroxidação lipídica, com duas moléculas de ácido tiobarbitúrico (63). Para isso, foi 
utilizado o protocolo proposto por Oborna e colaboradores (63), em que 100 μL de 
plasma seminal foram adicionados a 100 μL de uma solução 8,1% (p:v) de Dodecil 
sulfato de sódio (SDS, GE Healthcare, Buckinghamshir, Reino Unido), 0,8% (p:v) de 
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ácido tiobarbitúrico e 20% (v:v) de ácido acético (Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, 
França). Então, as amostras foram mantidas por uma hora em banho-maria a  
100 °C. A seguir, as amostras foram resfriadas em g elo por cinco minutos para 
cessar a reação química. Para separar o produto da reação (TBARS) das demais 
moléculas, 250 μL de N-butanol (LabSynth, São Paulo, Brasil) foram adicionados às 
amostras, as quais foram, em seguida, homogeneizadas por um minuto com auxílio 
de um vórtex e centrifugadas a 16.100 xG por 15 minutos a 15 °C . Por fim, 100 μL da 
fase aquosa foram transferidos para uma microplaca de 96 poços, em duplicata. 
Uma curva padrão, preparada com concentrações crescentes de MDA (0 a 50 
ng/mL, Acros Organics, New Jersey, EUA) e submetida a todo o protocolo descrito 
anteriormente, foi adicionada a cada microplaca. A quantificação foi, então, realizada 
por meio de espectrofotometria, em leitor de microplaca (ELx800 Absorbance 
Microplate Reader, Biotek, Vermont, EUA) e em um comprimento de onda de 540 




2.7 Análise estatística 
 As análises estatísticas foram realizadas pelo software PASW (SPSS) 18.0 
para Windows®.  
  
2.7.1 Separação dos grupos experimentais 
 Inicialmente, foi avaliada a normalidade da distribuição de cada variável, 
utilizando-se histogramas e o teste Kolmogorov-Smirnov. Os pacientes considerados 
outliers dentro dos resultados de cada estudo foram excluídos. No caso da 
fragmentação do DNA dos espermatozoides, os dados foram padronizados por 
1/log.  
Em seguida, os pacientes foram divididos em percentis (15%) para cada 
análise, selecionando-se, assim, os 15% de pacientes com a menor integridade 
funcional e os 15% de pacientes com a maior integridade funcional em cada estudo 
realizado. No caso da fragmentação do DNA dos espermatozoides, os percentis 
foram calculados utilizando-se os valores não transformados. Esse valor de percentil 
foi utilizado, uma vez que foi o valor de corte em que a diferença entre os grupos 
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formados foi maximizada e a diferença dentro dos grupos, minimizada. A mesma 
análise estatística foi realizada para os níveis seminais de peroxidação lipídica.  
Dessa forma, um par de grupos experimentais foi formado para cada estudo: 
• Estudo 1 - Pacientes com alta (controle) e com baixa (alterado) 
atividade mitocondrial dos espermatozoides;  
• Estudo 2 - Pacientes com alta (controle) e com baixa (alterado) 
integridade do acrossoma dos espermatozoides;  
• Estudo 3 - Pacientes com baixa (controle) e com alta (alterado) 
fragmentação do DNA dos espermatozoides; 
• Estudo 4 - Pacientes com baixo (controle) e com alto (alterado) 
nível seminal de peroxidação lipídica.  
Posteriormente, o plasma seminal dos pacientes selecionados para 
comporem os grupos de cada estudo foi utilizado para a análise proteômica. 
 
2.7.2 Análise estatística das variáveis seminais 
Para comparação das variáveis seminais entre os grupos de cada estudo, 
primeiramente, foi utilizado o teste Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade 
da distribuição dos dados. As variáveis que não obedeceram à normalidade foram 
transformadas aos seus valores logarítmicos. Os grupos foram comparados por meio 
do teste t de Student para amostras não pareadas, adotando um alfa de 5%. 
 
 
2.8 Análise proteômica do plasma seminal 
2.8.1 Preparo das amostras 
Primeiramente, foi realizada a dosagem de proteínas totais do plasma seminal 
de cada paciente selecionado, utilizando o método de Ensaio de Proteína BCA 
(Ácido Bicinconínico - Método de Lowry modificado) (64). A quantificação foi 
realizada por espectrofotometria, em leitor de microplaca (ELx800 Absorbance 
Microplate Reader, Biotek, Vermont, EUA) e em um comprimento de onda de  
540 nm. Cada amostra foi quantificada em triplicata e a curva padrão contendo 
diferentes concentrações de albumina sérica bovina (0 a 1000 mg/mL), em duplicata. 
As amostras que apresentaram coeficientes de variação maior do que 5% foram 
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quantificadas novamente em outra corrida, para assegurar uma maior precisão na 
quantificação (Anexo II). 
 A partir da quantificação de proteínas, foram preparados quatro pools de 
plasma seminal de cada grupo formado anteriormente, de modo que houvesse 
variação biológica entre os pools (pacientes diferentes em cada pool). Os pacientes 
foram alocados nos pools por meio de uma randomização por sorteio sem reposição. 
As amostras de cada pool foram normalizadas pela concentração proteica. Todos os 
pools foram quantificados utilizando-se o protocolo descrito acima (Anexo II). 
Em seguida, o volume correspondente a 50 µg de proteínas de cada pool foi 
diluído em água Milli-Q para um volume final de 50 µL, onde foram adicionados  
10 µL de solução 50 mM NH4HCO3. As proteínas foram, então, desnaturadas por 
meio da adição de 25 µL de uma solução 2 mg/mL de surfactante RapiGest SF em 
água (Waters, Massachussetts, EUA). Após homogeneização, as amostras foram 
incubadas a 80 °C por quinze minutos e, em seguida,  foram centrifugadas (spin). 
Para facilitar a ação da tripsina, as pontes dissulfeto dos resíduos sulfurados das 
proteínas foram reduzidas por meio da adição de 2,5 µL de uma solução 100 mM 
DTT e incubação por trinta minutos a 60 °C. Após no va centrifugação (spin), foram 
adicionados 2,5 µL de uma solução 300 mM iodoacetamida (GE Healthcare, 
Buckinghamshir, Reino Unido) para alquilação dos resíduos sulfurados das proteínas 
e as amostras foram mantidas no escuro à temperatura ambiente por trinta minutos. 
A digestão das proteínas ocorreu por meio da adição de 10 µL de uma solução  
50 µg/mL de Tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega, Wisconsin, 
EUA) em 50 mM NH4HCO3 a uma razão de 1:100 enzima/proteína. As amostras 
foram incubadas a 37 °C em banho-maria por dezessei s horas. Após a digestão, a 
hidrólise do RapiGest SF foi realizada por meio da adição de 10 µL de uma solução 
5% (v:v) ácido trifluoracético (TFA, Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Alemanha) 
em água (concentração final de TFA = 649 mM). Então, as amostras foram 
novamente incubadas a 37 °C por noventa minutos e, em seguida, centrifugadas a 
16.100 xG por trinta minutos a 4 °C. Por fim, o sobrenadante  foi transferido para 
frascos Waters Total Recovery Vial (Waters, Massachusetts, EUA),  






2.8.2 Espectrometria de Massas (LC-MS/MS) 
 Os experimentos de LC-MS/MS foram conduzidos utilizando um sistema 
nanoACQUITY UPLC (Waters, Massachusetts, EUA) acoplado a um espectrômetro 
de massas híbrido Quadrupolo-Orbitrap Thermo Q-Exactive (Thermo Fisher 
Scientific, Massachusetts, EUA) em alta resolução. O método de quantificação foi o 
de label-free quantification utilizando contagem espectral para construção de picos 
cromatográficos (para cálculos estequiométricos). Todos os pools foram corridos em 
triplicatas.  
Para as corridas cromatográficas, dois μL (equivalente a 0,5 μg de produtos 
de digestão tríptica) foram carregados em uma coluna PST C18 nanoACQUITY  
(180 μm x 20 mm) em um fluxo de 15 μL/min de TFA 0,1% (v/v) durante três 
minutos. A separação analítica dos peptídeos foi realizada em uma coluna 
nanoACQUITY UPLC HSS C18 (1,8 μm, 75 μm x 150 mm). Um gradiente linear em 
dois passos foi utilizado, iniciando em 2% (v/v) dimetilsulfóxido (DMSO), 0,1% (v/v) 
ácido fórmico e atingindo 5% (v/v) DMSO, 25% (v/v) acetonitrila e 0,1% (v/v) ácido 
fórmico em sessenta minutos no primeiro passo, seguido de um gradiente de trinta 
minutos até atingir 5% (v/v) DMSO, 40% (v/v) acetonitrila e 0,1% (v/v) ácido fórmico. 
Foi utilizada uma fonte de nano-eletrospray como método de ionização (modo 
positivo) e foram corridos experimentos em análise dependente de informação 
(DDA) com uma estratégia Top Twelve, em que os doze principais íons precursores 
gerados por MS (faixa de m/z 390 a 1.650) foram selecionados para fragmentação 
(Higher-energy collisional dissociation - HCD) em um analisador de massas 
quadrupolo para sequenciamento peptídico (em MS/MS). O equipamento operou em 
uma resolução típica de 70.000 para as corridas MS e 17.500 para as corridas 
MS/MS. 
 
2.8.3 Processamento dos espectros 
O processamento dos espectros foi realizado utilizando o software MaxQuant 
1.4.1.2 e o sistema de busca Andromeda para identificação e quantificação 
proteicas. Foram permitidas até duas clivagens perdidas pela tripsina e as 
modificações variáveis utilizadas foram oxidação de metionina e acetilação N-
terminal de proteínas. A modificação fixa carbamidometil foi incluída devido à 
utilização do DTT seguido da iodoacetamida durante a digestão das proteínas. Os 
cromatogramas foram alinhados pelo software permitindo até dois minutos (em cada 
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direção) de distorção, a fim de maximizar a identificação dos espectros MS/MS. O 
banco de dados utilizado foi o SwissProt revisado (versão 2014_02_19, download 
em 19 de fevereiro de 2014, com 20.263 entradas e 13.081 kB). Para cálculo de 
falso-positivos foi utilizado um banco de dados reverse (gerado automaticamente). 
Foi permitido um erro (False Discovery Rate) máximo de 1%.  
 
2.8.4 Análise dos dados 
Para cada grupo, foram formadas quatro replicatas biológicas (pools), as 
quais foram adquiridas em triplicata no experimento de LC-MS/MS. A fim de 
maximizar o número de observações em cada estudo e como os dados de MS 
possuem uma natureza variável, cada replicata técnica dos pools foi considerada 
como uma observação diferente. Neste caso, cada grupo experimental obteve um 
número total de doze observações (n=12 por grupo). As proteínas contaminantes e 
as identificadas apenas por sítios de modificações proteicas e/ou em banco de 
dados de sequência reversa foram excluídas da análise. As análises estatísticas 
foram realizadas separadamente para cada estudo. 
Os dados de quantificação absoluta baseada em intensidade (intensity-based 
absolute quantification, iBAQ), gerados pelo MaxQuant e normalizados pelo valor 
total de iBAQ (%iBAQ) de cada observação foram utilizados para análise 
quantitativa. As proteínas foram consideradas presentes em cada grupo se 
observadas em pelo menos três observações dentro do grupo. As proteínas 
presentes em uma ou duas observações do grupo foram consideradas artefatos e, 
portanto, excluídas.  
Para análise estatística univariada, uma planilha em Microsoft Excel® (Office 
365) foi construída para cada estudo. Inicialmente, uma análise descritiva foi 
realizada para cálculo do fold-change de %iBAQ (razão da média do grupo alterado 
sobre a média do grupo controle de cada estudo). Para comparação entre os 
grupos, utilizou-se o teste t de Student, uma vez que os dados de iBAQ foram 
padronizados pela porcentagem, adotando-se um alfa de 5%. Assim, as proteínas 
hierexpressas ou exclusivas de cada grupo foram identificadas, bem como as 
proteínas conservadas (com expressão estatisticamente igual) entre os grupos de 
cada estudo. Os resultados das proteínas foram apresentados segundo as normas 
internacionais (UniProt Accession Number – UniProt AC e nome da proteína). 
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Para análise estatística multivariada, foi utilizada a plataforma online 
Metaboanalyst (65) e o software PASW (SPSS) 18.0 para Windows®. Inicialmente, 
os dados foram transformados aos seus valores logarítmicos para evitar o peso 
maior de proteínas com valores percentuais mais elevados e foi realizada uma 
análise discriminante supervisionada com método dos mínimos quadrados parciais 
(PLS-DA). Essa análise extrai os componentes (grupos de variáveis correlacionadas 
entre si) que melhor caracterizam a variável dependente (grupo de estudo). Dentro 
de cada componente, a matriz completa de dados recebe um escore VIP (Variable 
Importance in the Projection). Para os resultados de PLS-DA, foram reportados a 
porcentagem da variância dos dados explicada pelos três primeiros componentes, o 
gráfico tridimensional demonstrando a separação dos grupos e as proteínas com 
escore VIP acima de dois nos cinco primeiro componentes. Essas foram utilizadas 
para análise de regressão logística e análise discriminante, a fim de selecionar as 
proteínas mais importantes para diferenciar os grupos experimentais de cada 
estudo, as quais foram sugeridas como potenciais biomarcadores de cada estudo.  
Para análise de regressão logística, os dados não transformados de %iBAQ 
de cada proteína com escore VIP acima de dois foram utilizados como variáveis 
independentes e a variável de agrupamento foi utilizada como variável dependente. 
As variáveis independentes foram inseridas no modelo em um sistema passo-a-
passo progressivo, até que a adição de mais uma variável não alterasse o modelo. 
Para esses resultados, foram reportados os valores preditivos do modelo, as curvas 
ROC (Receiver Operating Characteristics) para análise de sensibilidade e 
especificidade e as proteínas que melhor separaram os grupos.  
Para análise discriminante, foi construído um modelo linear que partisse 
originalmente de todas as variáveis independentes (proteínas com escore VIP acima 
de dois) e as adicionasse passo-a-passo até que o modelo não alterasse 
significativamente. A variável dependente utilizada foi o grupo. Para essa análise, 
foram reportadas as proteínas e qual grupo essas ajudavam a predizer participação. 
 
2.8.5 Análise de enriquecimento funcional 
Em cada estudo, as proteínas hiperexpressas ou exclusivas dos grupos 
controle e alterado e as proteínas conservadas entre os grupos foram utilizadas, 
inicialmente, para construção de um diagrama de Venn, utilizando o software 
Cytoscape 3.1.0 (66) e o aplicativo PINA4MS (67). As proteínas do grupo controle e 
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do grupo alterado foram utilizadas, então, para a análise de enriquecimento 
funcional de categorias de Gene Ontology, de Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes (KEGG) e de Reactome, utilizando o aplicativo ClueGO 2.1.1 para 
Cytoscape (68). Esse aplicativo utiliza o teste kappa de frequências e correção de 
Bonferroni para calcular (i) a frequência das funções dentro dos clusters de 
proteínas, (ii) a frequência das funções na base de dados inteira e (iii) se essas 
frequências são diferentes (68). Apenas funções enriquecidas com valor de p menor 









3.1 Estudo 1 – Análise proteômica do plasma seminal em associação à 
atividade mitocondrial dos espermatozoides 
  Para a separação dos grupos experimentais do estudo 1, foi utilizada a 
variável porcentagem de espermatozoides classificados como DAB classe III, pois 
em estudos anteriores essa foi a variável de atividade mitocondrial com maior 
correlação com as diferenças biológicas estudadas (15,16,18,21). Os grupos 
controle (alta atividade mitocondrial dos espermatozoides, n = 26) e alterado (baixa 
atividade mitocondrial dos espermatozoides, n = 23) apresentaram média; desvio 
padrão de 5,9%; 1,42% e 22,4%; 4,12%, respectivamente (p<0,0001). O valor de 
corte para o grupo controle foi de 7,5% (percentil 15% inferior) e para o grupo 
alterado, de 19% (percentil 15% superior). A comparação entre os dados clínicos 
(idade, variáveis seminais, demais análises funcionais dos espermatozoides e nível 
seminal de peroxidação lipídica) de cada grupo está representada na Tabela 1. 
Apenas a motilidade total e a imotilidade apresentaram diferença significativa entre 






Tabela 1. Análise seminal dos grupos controle (alta atividade mitocondrial dos 
espermatozoides) e alterado (baixa atividade mitocondrial dos espermatozoides) 
do estudo 1. Os grupos foram comparados por meio do teste t de Student para 
amostras não pareadas (p<0,05). Variáveis que não obedeceram à normalidade 







DAB classe III (%) 
   
Média; DP 5,9; 1,42 22,4; 4,12 
<0,0001* IC 95% 5,3 – 6,4 20,6 – 24,2 
Acrossomas íntegros (%) 
   
Média; DP 76,9; 5,95 74,8; 9,81 0,378 IC 95% 74,5 – 79,3 70,6 – 79,1 
Comet Distributed Moment (u.a.) 
   
Média; DP 42,9; 16,59 39,2; 13,07 0,376 IC 95% 36,2 – 49,6 33,5 – 44,8 
TBARS (ng/mL) 
   
Média; DP 24,5; 6,30 21,9; 6,55 0,165 IC 95% 21,9 – 27,0 19,0 – 24,7 
Idade (anos) 
   
Média; DP 34,5; 6,01 34,8; 5,31 0,842 IC 95% 32,1 – 36,9 32,5 – 37,1 
Volume (mL) 
   
Média; DP 3,6; 1,32 3,8; 1,28 0,642 IC 95% 3,1 – 4,2 3,3 – 4,4 
Concentração (x106/mL) 
   
Média; DP 116,4; 64,05 107,9; 85,45 0,216 IC 95% 90,5 – 142,3 71,0 – 144,9 
Motilidade progressiva (%) 
   
Média; DP 55,0; 7,32 50,7; 10,88 0,114 IC 95% 52,0 – 57,9 46,0 – 55,4 
Motilidade total (%) 
   
Média; DP 60,2; 7,03 55,0; 10,62 0,049* IC 95% 57,4 – 63,0 50,5 – 59,6 
Imotilidade (%) 
   
Média; DP 39,8; 7,03 45,0; 10,62 0,049* IC 95% 37,0 – 42,6 40,4 – 49,5 
Morfologia (% normais) 
   
Média; DP 8,2; 3,12 6,7; 2,36 0,066 IC 95% 6,9 – 9,5 5,7 – 7,7 
Células redondas (x106/mL) 
   
Média; DP 1,9; 2,28 1,9; 2,05 0,898 IC 95% 1,0 – 2,9 1,1 – 2,8 
Neutrófilos (x106/mL) 
   
Média; DP 0,2; 0,27 0,1; 0,12 0,455 IC 95% 0,05 – 0,3 0,03 – 0,1 
DAB: 3,3’-Diaminobenzidina 
DAB classe III: menos de 50% da peça intermediária do espermatozoide corada 
TBARS: Substâncias reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 
DP: Desvio Padrão 
IC 95%: Intervalo de Confiança de 95% da média 
 No total, foram observadas quinhentas e nove
três foram quantificadas em menos de três replicatas em cada grupo e, por isso, 
foram excluídas. As quinhentas e seis proteínas restantes foram quantificadas no
dois grupos e submetidas à análise estatística 
proteínas foram exclusivas e trinta e seis foram hiperexpressas no grupo controle 
(Tabela 2), enquanto três proteínas foram exclusivas e sessenta e uma foram 
hiperexpressas no grupo alterado (Tabela 3). Quatrocentas e duas proteínas 
apresentaram-se conservadas entre os grupos (
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Tabela 2. Proteínas exclusivas ou hiperexpressas no grupo controle (alta atividade 
mitocondrial dos espermatozoides) do estudo 1, identificadas por meio do teste t de Student 
para amostras não pareadas (p<0,05). 
UniProt AC Nome da Proteína p Fold-change 
O15296 Arachidonate 15-lipoxygenase B - Exclusiva 
P01871 Ig mu chain C region - Exclusiva 
Q8IYJ3 Synaptotagmin-like protein 1 - Exclusiva 
O95359 Transforming acidic coiled-coil-containing protein 2 - Exclusiva 
P22061 Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase <0,001 0,045 
P07711 Cathepsin L1 0,001 0,409 
P21246 Pleiotrophin <0,001 0,423 
Q5SNT6 WASH complex subunit FAM21B 0,013 0,451 
P20336 Ras-related protein Rab-3A 0,012 0,507 
Q99985 Semaphorin-3C 0,004 0,510 
Q07654 Trefoil factor 3 0,020 0,625 
Q14914 Prostaglandin reductase 1 0,035 0,626 
P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 0,006 0,652 
P98095 Fibulin-2 0,003 0,667 
P01861 Ig gamma-4 chain C region 0,015 0,670 
P22352 Glutathione peroxidase 3 0,007 0,687 
Q9UHI8 A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 
motifs 1 0,022 0,691 
P35475 Alpha-L-iduronidase 0,001 0,709 
Q9H8J5 MANSC domain-containing protein 1 0,031 0,721 
P00390 Glutathione reductase, mitochondrial 0,014 0,721 
Q04609 Glutamate carboxypeptidase 2 0,028 0,726 
Q8IZJ3 C3 and PZP-like alpha-2-macroglobulin domain-containing protein 8 0,034 0,727 
Q8WX94 NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 7 0,026 0,737 
Q00796 Sorbitol dehydrogenase 0,003 0,737 
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 0,048 0,751 
O75874 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 0,008 0,764 
Q9H0W9 Ester hydrolase C11orf54 0,033 0,770 
P60953 Cell division control protein 42 homolog 0,037 0,771 
O75882 Attractin 0,029 0,775 
P20337 Ras-related protein Rab-3B 0,014 0,784 
P80303 Nucleobindin-2 0,002 0,794 
O14494 Lipid phosphate phosphohydrolase 1 0,031 0,798 
P09525 Annexin A4 0,037 0,802 
Q96KP4 Cytosolic non-specific dipeptidase 0,030 0,802 
P01033 Metalloproteinase inhibitor 1 0,035 0,805 
Q06830 Peroxiredoxin-1 0,005 0,807 
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 0,010 0,808 
P07288 Prostate-specific antigen 0,021 0,821 
O75629 Protein CREG1 0,013 0,822 





Tabela 3. Proteínas exclusivas ou hiperexpressas no grupo alterado (baixa atividade 
mitocondrial dos espermatozoides) do estudo 1, identificadas por meio do teste t de Student 
para amostras não pareadas (p<0,05). 
UniProt AC Nome da Proteína p Fold-change 
P53367 Arfaptin-1 - Exclusiva 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain - Exclusiva 
Q9BS26 Endoplasmic reticulum resident protein 44 - Exclusiva 
Q53H76 Phospholipase A1 member A 0,004 1,221 
Q01459 Di-N-acetylchitobiase 0,012 1,236 
P49720 Proteasome subunit beta type-3 0,033 1,254 
P02788 Lactotransferrin 0,001 1,270 
Q01518 Adenylyl cyclase-associated protein 1 0,023 1,284 
P02751 Fibronectin 0,001 1,296 
P17405 Sphingomyelin phosphodiesterase <0,001 1,306 
P07237 Protein disulfide-isomerase <0,001 1,309 
P07602 Prosaposin <0,001 1,323 
P14625 Endoplasmin 0,002 1,335 
P51993 Alpha-(1,3)-fucosyltransferase 6 0,009 1,349 
P08571 Monocyte differentiation antigen CD14 0,038 1,350 
Q96GW7 Brevican core protein 0,036 1,357 
P54108 Cysteine-rich secretory protein 3 0,048 1,380 
Q9HB40 Retinoid-inducible serine carboxypeptidase 0,009 1,400 
P25787 Proteasome subunit alpha type-2 0,012 1,404 
P05154 Plasma serine protease inhibitor 0,004 1,404 
Q9UBX1 Cathepsin F 0,041 1,410 
P19021 Peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase 0,035 1,420 
P20062 Transcobalamin-2 0,013 1,450 
P08697 Alpha-2-antiplasmin 0,004 1,451 
Q01638 Interleukin-1 receptor-like 1 0,002 1,471 
P52209 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 0,042 1,472 
P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha 0,026 1,476 
Q15185 Prostaglandin E synthase 3 0,022 1,511 
P10323 Acrosin 0,030 1,513 
Q9NQ79 Cartilage acidic protein 1 0,043 1,516 
P0C0L5 Complement C4-B 0,010 1,536 
P48723 Heat shock 70 kDa protein 13 0,018 1,538 
Q14507 Epididymal secretory protein E3-alpha 0,009 1,540 
P07205 Phosphoglycerate kinase 2 0,002 1,552 
P21810 Biglycan 0,045 1,565 
O43854 EGF-like repeat and discoidin I-like domain-containing protein 3 0,023 1,589 
Q075Z2 Binder of sperm protein homolog 1 0,012 1,608 
Q14515 SPARC-like protein 1 0,001 1,629 
P01009 Alpha-1-antitrypsin 0,001 1,633 
P62805 Histone H4 0,027 1,640 
O60635 Tetraspanin-1 0,001 1,660 




...continuação e conclusão da tabela 3. 
P00491 Purine nucleoside phosphorylase 0,002 1,705 
P01023 Alpha-2-macroglobulin 0,002 1,724 
O00115 Deoxyribonuclease-2-alpha 0,017 1,776 
Q9UHC6 Contactin-associated protein-like 2 0,020 1,781 
Q6BCY4 NADH-cytochrome b5 reductase 2 0,002 1,832 
P23381 Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic 0,003 1,832 
Q9H3G5 Probable serine carboxypeptidase CPVL 0,035 1,840 
Q96BH3 Epididymal sperm-binding protein 1 0,004 1,853 
P20073 Annexin A7 0,001 1,866 
Q9UNW1 Multiple inositol polyphosphate phosphatase 1 <0,001 1,901 
P31025 Lipocalin-1 0,018 1,975 
Q99878 Histone H2A type 1-J 0,001 1,977 
P49223 Kunitz-type protease inhibitor 3 0,001 1,988 
O00584 Ribonuclease T2 <0,001 2,029 
Q13093 Platelet-activating factor acetylhydrolase 0,017 2,104 
P53634 Dipeptidyl peptidase 1 0,027 2,120 
P29218 Inositol monophosphatase 1 0,004 2,120 
P07864 L-lactate dehydrogenase C chain 0,001 2,120 
P01833 Polymeric immunoglobulin receptor 0,008 2,191 
P01037 Cystatin-SN 0,011 3,277 
P24593 Insulin-like growth factor-binding protein 5 0,002 3,637 
P21266 Glutathione S-transferase Mu 3 0,001 3,661 
 
 
As funções enriquecidas no plasma seminal do grupo controle foram 
detoxificação de EROs e ligação a NADP (Figura 2A). No grupo alterado, as 
principais funções foram atividade de oxidoredutase intramolecular, catabolismo de 
glicosaminoglicanos, inibição de endopeptidases, lisossomos, regulação negativa do 




Figura 2. Funções enriquecidas no plasma seminal dos grupos controle (alta atividade mitocondrial dos 





Na análise multivariada por PLS-DA, 25,8% da variância dos dados do estudo 
1 foi explicada pelos três primeiros componentes formados. Utilizando-se esses 
componentes, uma separação completa entre os grupos foi atingida (Figura 3). Além 
disso, vinte e nove proteínas com escore VIP acima de dois foram selecionadas e 
utilizadas para análise de regressão logística e análise discriminante (Tabela 4). 
Dessas, duas proteínas foram incluídas no modelo final de regressão logística como 
sendo as proteínas mais importantes para diferenciar o grupo alterado do grupo 
controle (p<0,001). Essas proteínas foram identificadas como annexin A7 (UniProt 
AC P20073) e CD63 antigen (UniProt AC P08962). O modelo apresentou valores 
preditivos positivo, negativo e total de 91,7% e uma área abaixo da curva ROC de 
99,3% (Figura 4). A análise discriminante, por sua vez, revelou que as proteínas 
acrosin-binding protein (UniProt AC Q8NEB7), annexin A7 (UniProt AC P20073), 
beta-hexosaminidase subunit alpha (UniProt AC P06865), BPI fold-containing family 
B member 1 (UniProt AC Q8TDL5), cystatin SA (UniProt AC P09228), endoplasmic 
reticulum resident protein 44 (UniProt AC Q9BS26) e glutathione S-transferase Mu 3 
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Tabela 4. Proteínas com escore VIP acima de dois na análise por PLS
análise de regressão logística e análise discriminante do estudo 1 (análise proteômica em 
associação à atividade mitocondrial dos espermatozoides).
UniProt AC 
O95359 Transforming acidic coiled
P12109 
P53367 
Q9BS26 Endoplasmic reticulum resident protein 44
P22061 Protein-L-isoaspartate(D
Q9Y5Z4 
O14494 Lipid phosphate phosphohydrolase 1
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3.2 Estudo 2 – Análise proteômica do plasma seminal em associação à 
integridade do acrossoma dos espermatozoides 
 Para a separação dos grupos experimentais do estudo 2, foi utilizada a 
variável porcentagem de espermatozoides com acrossomas íntegros. Os grupos 
controle (alta integridade do acrossoma dos espermatozoides, n = 23) e alterado 
(baixa integridade do acrossoma dos espermatozoides, n = 22) apresentaram média; 
desvio padrão de 86,2%; 4,01% e 63,2%; 3,54%, respectivamente (p<0,0001). O 
valor de corte para o grupo controle foi de 82% (percentil 15% superior) e para o 
grupo alterado, de 67% (percentil 15% inferior). A comparação entre os dados 
clínicos (idade, variáveis seminais, demais análises funcionais dos espermatozoides 
e nível seminal de peroxidação lipídica) de cada grupo está representada na Tabela 
5. A motilidade progressiva, a motilidade total e a morfologia foram estatisticamente 
maiores no grupo controle, enquanto o volume e a imotilidade foram estatisticamente 
maiores no grupo alterado.  
 
Tabela 5. Análise seminal dos grupos controle (alta integridade do acrossoma 
dos espermatozoides) e alterado (baixa integridade do acrossoma dos 
espermatozoides) do estudo 2. Os grupos foram comparados por meio do teste t 
de Student para amostras não pareadas (p<0,05). Variáveis que não 
obedeceram à normalidade foram padronizadas por seus valores logarítmicos 






Acrossomas íntegros (%) 
   
Média; DP 86,2; 4,01 63,2; 3,54 
<0,0001* IC 95% 84,5 – 88,0 61,6 – 64,8 
DAB classe III (%) 
   
Média; DP 13,9; 8,45 14,2; 4,94 0,443 IC 95% 10,3 – 17,6 12,0 – 16,4 
Comet Distributed Moment (u.a.) 
   
Média; DP 43,7; 14,60 40,6; 18,33 0,337 IC 95% 37,4 – 50,0 32,5 – 48,8 
TBARS (ng/mL) 
   
Média; DP 22,6; 4,76 24,5; 5,35 0,215 IC 95% 20,5 – 24,6 22,1 – 26,9 
Idade (anos) 
   
Média; DP 32,8; 6,30 34,2; 4,69 0,311 IC 95% 30,1 – 35,5 32,1 – 36,3 
Volume (mL) 
   
Média; DP 3,5; 1,24 4,5; 1,83 0,023* IC 95% 2,9 – 4,0 3,7 – 5,4 
Concentração (x106/mL) 
   
Média; DP 110,6; 86,51 68,9; 56,81 0,084 IC 95% 73,2 – 148,0 43,7 – 94,1 
Motilidade progressiva (%) 
   
Média; DP 57,8; 6,86 47,7; 10,12 




...continuação e conclusão da tabela 5. 
Motilidade total (%) 
   
Média; DP 62,9; 6,59 52,4; 10,45 
<0,0001* IC 95% 60,0 – 65,7 47,7 – 57,0 
Imotilidade (%) 
   
Média; DP 37,1; 6,59 47,6; 10,45 
<0,0001* IC 95% 34,3 – 40,0 43,0 – 52,3 
Morfologia (% normais) 
   
Média; DP 8,4; 3,13 6,3; 1,99 0,012* IC 95% 7,0 – 9,7 5,4 – 7,2 
Células redondas (x106/mL) 
   
Média; DP 2,4; 2,59 1,1; 0,74 0,069 IC 95% 1,3 – 3,5 0,8 – 1,4 
Neutrófilos (x106/mL) 
   
Média; DP 0,1; 0,20 0,1; 0,11 0,183 IC 95% 0,02 – 0,2 0,01 – 0,1 
DAB: 3,3’-Diaminobenzidina 
DAB classe III: menos de 50% da peça intermediária do espermatozoide corada 
TBARS: Substâncias reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 
DP: Desvio Padrão 
IC 95%: Intervalo de Confiança de 95% da média 
 
 
No total, foram observadas quatrocentas e noventa e sete proteínas no 
estudo 2, das quais quatro foram quantificadas em menos de três replicatas em cada 
grupo e, por isso, foram excluídas. As quatrocentas e noventa e três proteínas 
restantes foram quantificadas nos dois grupos e submetidas à análise estatística 
univariada (Figura 5). Dessas, cinco proteínas foram exclusivas e vinte e duas foram 
hiperexpressas no grupo controle (Tabela 6), enquanto duas proteínas foram 
exclusivas e quarenta e sete foram hiperexpressas no grupo alterado (Tabela 7). 
Quatrocentas e dezessete proteínas apresentaram-se conservadas entre os grupos 
(Anexo IV).  
  
 Figura 5. Diagrama de Venn com as proteínas 
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Tabela 6. Proteínas exclusivas ou hiperexpressas no grupo 
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Nome da Proteína 
Deoxyribonuclease-2-alpha 
-type plasminogen activator 
Adenosylhomocysteinase 
Collagen alpha-2(IX) chain 
Syntaxin-binding protein 5 
Metalloproteinase inhibitor 3 0
Alpha-1-acid glycoprotein 1 0
72 kDa type IV collagenase <0,001
Alpha-1-acid glycoprotein 2 <0,001
Prostaglandin-H2 D-isomerase 0
-associated lipocalin 0
Serum amyloid P-component 0
Dipeptidase 3 0
Ribonuclease T2 0
































...continuação e conclusão da tabela 6. 
P01591 Immunoglobulin J chain 0,043 0,683 
Q08648 Sperm-associated antigen 11B 0,014 0,687 
Q03167 Transforming growth factor beta receptor type 3 0,026 0,711 
P0CG04 Ig lambda-1 chain C regions 0,002 0,712 
Q13421 Mesothelin 0,024 0,729 
P02787 Serotransferrin 0,009 0,731 
P01876 Ig alpha-1 chain C region 0,003 0,752 
O43451 Maltase-glucoamylase, intestinal 0,004 0,756 
P00751 Complement factor B 0,003 0,762 
Q9GZX9 Twisted gastrulation protein homolog 1 0,037 0,774 
P13796 Plastin-2 0,001 0,789 
 
 
Tabela 7. Proteínas exclusivas ou hiperexpressas no grupo alterado (baixa integridade do 
acrossoma dos espermatozoides) do estudo 2, identificadas por meio do teste t de Student 
para amostras não pareadas (p<0,05). 
UniProt AC Nome da Proteína p Fold-change 
P55058 Phospholipid transfer protein - Exclusiva 
Q99523 Sortilin - Exclusiva 
Q9UBI6 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-12 0,045 1,204 
O00391 Sulfhydryl oxidase 1 0,018 1,205 
P14618 Pyruvate kinase PKM 0,044 1,211 
P22352 Glutathione peroxidase 3 0,008 1,222 
Q15185 Prostaglandin E synthase 3 0,003 1,224 
Q9HC38 Glyoxalase domain-containing protein 4 0,004 1,228 
Q9Y646 Carboxypeptidase Q 0,023 1,233 
P51149 Ras-related protein Rab-7a 0,004 1,239 
O43581 Synaptotagmin-7 0,016 1,252 
P12429 Annexin A3 0,015 1,257 
Q9UJJ9 N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase subunit gamma 0,007 1,258 
P54802 Alpha-N-acetylglucosaminidase 0,035 1,260 
P08473 Neprilysin 0,005 1,266 
O00194 Ras-related protein Rab-27B 0,044 1,267 
P05155 Plasma protease C1 inhibitor 0,049 1,281 
P07288 Prostate-specific antigen 0,012 1,284 
Q93099 Homogentisate 1,2-dioxygenase <0,001 1,286 
Q8WUM4 Programmed cell death 6-interacting protein 0,003 1,295 
P27487 Dipeptidyl peptidase 4 <0,001 1,313 
P07437 Tubulin beta chain 0,025 1,324 
Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain 0,001 1,326 
O75629 Protein CREG1 0,019 1,329 
Q9H0E2 Toll-interacting protein 0,003 1,358 




...continuação e conclusão da tabela 7. 
Q5T1V6 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX59 0,042 1,397 
Q99538 Legumain 0,004 1,403 
P20337 Ras-related protein Rab-3B 0,006 1,407 
P09525 Annexin A4 0,006 1,442 
P04083 Annexin A1 <0,001 1,448 
O60635 Tetraspanin-1 0,005 1,480 
P10619 Lysosomal protective protein 0,001 1,486 
O14672 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10 0,046 1,488 
P34059 N-acetylgalactosamine-6-sulfatase 0,002 1,489 
P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 0,006 1,490 
Q8N6Q3 CD177 antigen 0,004 1,503 
P28838 Cytosol aminopeptidase 0,003 1,523 
O94813 Slit homolog 2 protein 0,006 1,527 
P28799 Granulins 0,025 1,529 
P13473 Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 0,006 1,570 
P50150 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-4 0,005 1,613 
P0C0L5 Complement C4-B 0,002 1,618 
O95716 Ras-related protein Rab-3D <0,001 1,658 
P10323 Acrosin <0,001 1,711 
P14550 Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] 0,018 1,805 
P34913 Bifunctional epoxide hydrolase 2 0,037 1,991 
Q8NEB7 Acrosin-binding protein 0,003 2,280 
P07384 Calpain-1 catalytic subunit 0,038 2,769 
 
 
A função enriquecida no plasma seminal do grupo controle foi resposta imune 
de fase aguda (Figura 6A), enquanto no grupo alterado as principais funções foram 
inibição de fosfolipase, ligação ao GDP, metabolismo do ácido araquidônico, 
regulação da exocitose, regulação da resposta inflamatória aguda, resposta celular 
ao peróxido de hidrogênio, transporte intracelular dependente de citoesqueleto e 




Figura 6. Funções enriquecidas no plasma seminal dos grupos controle (alta integridade do acrossoma dos 





Na análise multivariada por PLS-DA, 30,3% da variância dos dados do estudo 
2 foi explicada pelos três primeiros componentes formados. Utilizando-se esses 
componentes, uma separação completa entre os grupos foi atingida (Figura 7). Além 
disso, trinta e oito proteínas com escore VIP acima de dois foram selecionadas e 
utilizadas para análise de regressão logística e análise discriminante (Tabela 8). 
Dessas, duas proteínas foram incluídas no modelo final de regressão logística como 
sendo as proteínas mais importantes para diferenciar o grupo alterado do grupo 
controle (p<0,001). Essas proteínas foram identificadas como collagen alpha-1(XII) 
chain (UniProt AC Q99715) e phospholipid transfer protein (UniProt AC P55058). O 
modelo apresentou valores preditivos positivo de 83,3%, negativo de 91,7% e total 
de 87,5% e uma área abaixo da curva ROC de 97,2% (Figura 8). A análise 
discriminante, por sua vez, revelou que as proteínas collagen alpha-1(XII) chain 
(UniProt AC Q99715), lipocalin-15 (UniProt AC Q6UWW0), phospholipid transfer 
protein (UniProt AC P55058), protein S100-A10 (UniProt AC P60903), protein shisa-
5 (UniProt AC Q8N114) e zinc finger protein 236 (UniProt AC Q9UL36) foram 
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Nome da Proteína 
Deoxyribonuclease-2-alpha 
Adenosylhomocysteinase 
Collagen alpha-2(IX) chain 
Syntaxin-binding protein 5 
Phospholipid transfer protein 
Sortilin 
Collectin-12 0
Metalloproteinase inhibitor 3 0
Arfaptin-1 0
Thioredoxin 0
-like growth factor-binding protein 3 0
Matrix metalloproteinase-28 0
CD99 antigen 0
G-protein coupled receptor 56 0
-complex protein 1 subunit delta 0
Apolipoprotein A-I 0

























...continuação e conclusão da tabela 
Q8N114 








P28066 Proteasome subunit alpha type
Q13217 DnaJ homolog subfamily C member 3
Q5SNT6 WASH complex subunit FAM21B
P50150 Guanine nucleotide
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3.3 Estudo 3 – Análise proteômica do plasma seminal em associação à 
fragmentação do DNA dos espermatozoides 
 Para a separação dos grupos experimentais do estudo 3, foi utilizada a 
variável Comet Distributed Moment (u.a.). Os grupos controle (baixa fragmentação 
do DNA dos espermatozoides, n = 22) e alterado (alta fragmentação do DNA dos 
espermatozoides, n = 22) apresentaram média; desvio padrão de 26,2 u.a.; 2,72 u.a. 
e 63,9 u.a.; 9,49 u.a., respectivamente (p<0,0001). O valor de corte para o grupo 
controle foi de 28,40 u.a. (percentil 15% inferior) e para o grupo alterado, de 54,11 
u.a. (percentil 15% superior). A comparação entre os dados clínicos (idade, variáveis 
seminais, demais análises funcionais dos espermatozoides e nível seminal de 
peroxidação lipídica) de cada grupo está representada na Tabela 9. Apenas a 
morfologia apresentou diferença significativa entre os grupos, estando maior no 
grupo controle. 
 
Tabela 9. Análise seminal dos grupos controle (baixa fragmentação do DNA dos 
espermatozoides) e alterado (alta fragmentação do DNA dos espermatozoides) 
do estudo 3. Os grupos foram comparados por meio do teste t de Student para 
amostras não pareadas (p<0,05). Variáveis que não obedeceram à normalidade 







Comet Distributed Moment (u.a.) 
   
Média; DP 26,2; 2,72 63,9; 9,49 
<0,0001* IC 95% 24,9 – 27,4 59,7 – 68,1 
DAB classe III (%) 
   
Média; DP 14,3; 5,94 14,6; 7,64 0,887 IC 95% 11,6 – 16,9 11,2 – 18,0 
Acrossomas íntegros (%) 
   
Média; DP 73,8; 6,88 77,7; 9,51 0,133 IC 95% 70,8 – 76,9 73,4 – 81,9 
TBARS (ng/mL) 
   
Média; DP 22,9; 6,32 23,3; 5,19 0,804 IC 95% 20,1 – 25,7 21,0 – 25,6 
Idade (anos) 
   
Média; DP 35,5; 6,60 36,3; 5,87 0,607 IC 95% 32,5 – 38,4 33,7 – 38,9 
Volume (mL) 
   
Média; DP 4,0; 1,14 3,9; 1,51 0,814 IC 95% 3,5 – 4,5 3,2 – 4,5 
Concentração (x106/mL) 
   
Média; DP 117,9; 71,19 115,1; 125,14 0,418 IC 95% 86,3 – 149,4 59,6 – 170,6 
Motilidade progressiva (%) 
   




...continuação e conclusão da tabela 9. 
Motilidade total (%) 
   
Média; DP 55,6; 9,20 54,5; 9,05 0,682 IC 95% 51,5 – 59,7 50,4 – 58,5 
Imotilidade (%) 
   
Média; DP 44,4; 9,20 45,5; 9,05 0,682 IC 95% 40,3 – 48,5 41,5 – 49,6 
Morfologia (% normais) 
   
Média; DP 8,5; 2,67 7,1; 3,03 0,049* IC 95% 7,3 – 9,7 5,8 – 8,5 
Células redondas (x106/mL) 
   
Média; DP 1,6; 2,00 2,7; 2,72 0,129 IC 95% 0,8 – 2,5 1,5 – 3,9 
Neutrófilos (x106/mL) 
   
Média; DP 0,1; 0,19 0,1; 0,25 0,975 IC 95% 0,01 – 0,2 0,01 – 0,2 
DAB: 3,3’-Diaminobenzidina 
DAB classe III: menos de 50% da peça intermediária do espermatozoide corada 
TBARS: Substâncias reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 
DP: Desvio Padrão 
IC 95%: Intervalo de Confiança de 95% da média 
 
 
No total, foram observadas quatrocentas e sessenta e sete proteínas no 
estudo 3, das quais três foram quantificadas em menos de três replicatas em cada 
grupo e, por isso, foram excluídas. As quatrocentas e sessenta e quatro proteínas 
restantes foram quantificadas nos dois grupos e submetidas à análise estatística 
univariada (Figura 9). Dessas, quatro proteínas foram exclusivas e cento e quatro 
foram hiperexpressas no grupo controle (Tabela 10), enquanto três proteínas foram 
exclusivas e vinte e três foram hiperexpressas no grupo alterado (Tabela 11). 
Trezentas e trinta proteínas apresentaram-se conservadas entre os grupos (Anexo 




 Figura 9. Diagrama de Venn com as proteínas 
nos grupos controle (baixa fragmentação do DNA 
espermatozoides
dos espermatozoides
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...continuação da tabela 10. 
P12277 Creatine kinase B-type 0,004 0,546 
P04083 Annexin A1 0,004 0,550 
P08473 Neprilysin 0,045 0,552 
Q14118 Dystroglycan 0,010 0,558 
P08758 Annexin A5 0,001 0,561 
P07108 Acyl-CoA-binding protein 0,003 0,572 
P34096 Ribonuclease 4 0,002 0,573 
P35052 Glypican-1 0,030 0,573 
P08118 Beta-microseminoprotein 0,001 0,600 
Q02383 Semenogelin-2 0,007 0,601 
P12429 Annexin A3 <0,001 0,602 
P32119 Peroxiredoxin-2 0,005 0,603 
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain 0,004 0,604 
P53801 Pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein 0,004 0,605 
P12821 Angiotensin-converting enzyme <0,001 0,621 
Q8N6Q3 CD177 antigen <0,001 0,630 
Q7L266 Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase 0,022 0,631 
P15311 Ezrin 0,001 0,631 
P20151 Kallikrein-2 0,006 0,634 
P62987 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 0,033 0,634 
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 0,012 0,635 
P21399 Cytoplasmic aconitate hydratase 0,001 0,636 
P06744 Glucose-6-phosphate isomerase 0,027 0,636 
Q6W4X9 Mucin-6 <0,001 0,637 
P01019 Angiotensinogen 0,011 0,645 
Q01518 Adenylyl cyclase-associated protein 1 0,001 0,648 
P51149 Ras-related protein Rab-7a 0,002 0,649 
P14618 Pyruvate kinase PKM <0,001 0,652 
P01033 Metalloproteinase inhibitor 1 0,005 0,652 
P15309 Prostatic acid phosphatase 0,014 0,654 
Q92485 Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3b 0,002 0,660 
Q9Y624 Junctional adhesion molecule A 0,035 0,662 
Q02487 Desmocollin-2 0,031 0,664 
Q9H0E2 Toll-interacting protein 0,027 0,665 
Q13228 Selenium-binding protein 1 0,003 0,667 
P01009 Alpha-1-antitrypsin <0,001 0,668 
O15230 Laminin subunit alpha-5 0,017 0,671 
Q08629 Testican-1 0,011 0,671 
Q14393 Growth arrest-specific protein 6 0,031 0,671 
Q8IZP9 G-protein coupled receptor 64 0,030 0,672 
Q5VTE0 Putative elongation factor 1-alpha-like 3 0,020 0,676 
O15484 Calpain-5 0,003 0,683 
P15289 Arylsulfatase A <0,001 0,689 
P11279 Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 0,003 0,691 




...continuação e conclusão da tabela 10. 
Q9H0B8 Cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 2 0,004 0,694 
Q9H336 Cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 1 0,001 0,697 
P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 0,022 0,700 
Q99698 Lysosomal-trafficking regulator 0,001 0,701 
P54802 Alpha-N-acetylglucosaminidase 0,015 0,703 
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 0,035 0,703 
O43653 Prostate stem cell antigen 0,031 0,705 
P19835 Bile salt-activated lipase 0,007 0,705 
Q6PCB0 von Willebrand factor A domain-containing protein 1 0,040 0,706 
Q12841 Follistatin-related protein 1 0,011 0,711 
P54107 Cysteine-rich secretory protein 1 0,013 0,712 
Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain 0,012 0,714 
Q9GZX9 Twisted gastrulation protein homolog 1 0,045 0,715 
P40925 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 0,028 0,717 
Q9H0W9 Ester hydrolase C11orf54 0,016 0,719 
Q04609 Glutamate carboxypeptidase 2 0,048 0,719 
P13639 Elongation factor 2 0,046 0,721 
P43251 Biotinidase 0,002 0,722 
P06858 Lipoprotein lipase 0,003 0,723 
Q06828 Fibromodulin 0,018 0,726 
P49720 Proteasome subunit beta type-3 0,004 0,728 
P15144 Aminopeptidase N 0,007 0,731 
P24347 Stromelysin-3 0,010 0,734 
Q06830 Peroxiredoxin-1 0,002 0,734 
P60174 Triosephosphate isomerase 0,029 0,737 
P27487 Dipeptidyl peptidase 4 0,033 0,737 
O14672 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10 0,001 0,738 
P09467 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 0,013 0,740 
P63000 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 0,004 0,742 
P07686 Beta-hexosaminidase subunit beta 0,026 0,742 
Q8WUM4 Programmed cell death 6-interacting protein 0,037 0,743 
Q13421 Mesothelin 0,005 0,748 
P01130 Low-density lipoprotein receptor 0,006 0,748 
Q14508 WAP four-disulfide core domain protein 2 0,004 0,750 
P54578 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 0,001 0,752 
Q13332 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S 0,042 0,753 
P07195 L-lactate dehydrogenase B chain 0,002 0,771 
Q53GD3 Choline transporter-like protein 4 0,022 0,778 
Q8N1N0 C-type lectin domain family 4 member F 0,025 0,780 
Q6NT32 Carboxylesterase 5A 0,020 0,784 
P16070 CD44 antigen 0,019 0,787 
Q8NCW5 NAD(P)H-hydrate epimerase 0,043 0,794 
P09466 Glycodelin 0,048 0,798 
P04792 Heat shock protein beta-1 0,040 0,804 
P13798 Acylamino-acid-releasing enzyme 0,020 0,808 
O94760 N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 0,025 0,827 
40 
 
Tabela 11. Proteínas exclusivas ou hiperexpressas no grupo alterado (alta fragmentação do 
DNA dos espermatozoides) do estudo 3, identificadas por meio do teste t de Student para 
amostras não pareadas (p<0,05). 
UniProt AC Nome da Proteína p Fold-change 
P05109 Protein S100-A8 - Exclusiva 
Q6IWH7 Anoctamin-7 - Exclusiva 
Q9BS86 Zona pellucida-binding protein 1 - Exclusiva 
P24855 Deoxyribonuclease-1 0,003 1,214 
Q9H2U9 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 0,001 1,249 
Q9Y5X9 Endothelial lipase 0,015 1,259 
P09972 Fructose-bisphosphate aldolase C 0,012 1,259 
P06702 Protein S100-A9 0,005 1,260 
Q8WZ42 Titin 0,037 1,271 
P49327 Fatty acid synthase 0,033 1,306 
P40189 Interleukin-6 receptor subunit beta 0,013 1,322 
P08253 72 kDa type IV collagenase <0,001 1,342 
Q6UX06 Olfactomedin-4 0,001 1,358 
Q93099 Homogentisate 1,2-dioxygenase 0,036 1,372 
P20142 Gastricsin 0,048 1,396 
P41222 Prostaglandin-H2 D-isomerase 0,029 1,427 
P07288 Prostate-specific antigen 0,019 1,440 
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 <0,001 1,495 
P11047 Laminin subunit gamma-1 0,004 1,658 
P01859 Ig gamma-2 chain C region 0,036 1,723 
Q99523 Sortilin 0,027 1,762 
Q9Y3R5 Protein dopey-2 0,034 1,856 
P07355 Annexin A2 0,024 1,894 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain 0,010 2,023 
Q92896 Golgi apparatus protein 1 0,012 2,104 







Figura 10. Funções enriquecidas no plasma seminal dos grupos controle (baixa fragmentação do DNA dos 




Na análise multivariada por PLS-DA, 26% da variância dos dados do estudo 3 
foi explicada pelos três primeiros componentes formados. Utilizando-se esses 
componentes, uma separação completa entre os grupos foi atingida (Figura 11). 
Além disso, trinta e quatro proteínas com escore VIP acima de dois foram 
selecionadas e utilizadas para análise de regressão logística e análise discriminante 
(Tabela 12). Dessas, uma proteína (cysteine-rich secretory protein LCCL domain-
containing 1 – UniProt AC Q9H336) foi incluída no modelo final de regressão 
logística como sendo a mais importante para diferenciar o grupo alterado do grupo 
controle (p<0,001). O modelo apresentou valores preditivos positivo, negativo e total 
de 83,3% e uma área abaixo da curva ROC de 88,2% (Figura 12). A análise 
discriminante revelou que as proteínas apolipoprotein L domain-containing protein 1 
(UniProt AC Q96LR9), cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 1 
(UniProt AC Q9H336),  cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 2 
(UniProt AC Q9H0B8), retinoic acid receptor responder protein 1 (UniProt AC 
P49788) e sperm-associated antigen 11B (UniProt AC Q08648) foram capazes de 
predizer o grupo controle. Por sua vez, as proteínas alpha-2-antiplasmin (UniProt AC 
P08697), EGF-like repeat and discoidin I-like domain-containing protein 3 (UniProt 
AC O43854) e proteasome subunit alpha type-5 (UniProt AC P28066) foram capazes 
de predizer o grupo alterado. 
  
 Figura 11
separação dos grupos controle e alterado do estudo 
(análise proteômica
à fragmentação do DNA 
análise discriminante supervisionada com método dos 
mínimos 
realizado utilizando os valores logarítmicos da 
quantificação das proteínas
(triângulos)
Tabela 12. Proteínas com escore VIP acima de dois na análise por PLS
análise de regressão logística e análise discriminante do estudo 




P28066 Proteasome subunit alpha type









Q8WU90 Zinc finger CCCH domain
O43854 EGF-like repeat and discoidin I
Q9H0B8 Cysteine-rich secretory protein LCCL domain
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 ...continuação e conclusão da tabela 12.
Q9H336 Cysteine-rich secretory protein LCCL domain
Q08648 
P63000 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
P13716 Delta

























Sperm-associated antigen 11B 0,119
 0,004
-aminolevulinic acid dehydratase 0,206
 0,294
-stimulated lipoprotein receptor 0,183
Trimethylguanosine synthase 0,682
Actin-related protein 3 0,553
Cystatin-M 0,897
-like growth factor-binding protein 5 0,974
-containing protein 1 0,913
Syntaxin-binding protein 5 0,846
Galectin-3 0,586
Alpha-2-antiplasmin 0,109
Lysine-rich nucleolar protein 1 0,757
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3.4 Estudo 4 – Análise proteômica do plasma seminal em associação ao nível 
seminal de peroxidação lipídica 
Para a separação dos grupos experimentais do estudo 4, foram utilizados os 
valores da concentração de TBARS (ng/mL) no plasma seminal. Os grupos controle 
(baixo nível seminal de peroxidação lipídica, n = 23) e alterado (alto nível seminal de 
peroxidação lipídica, n = 23) apresentaram média; desvio padrão de 14,9 ng/mL; 
1,60 ng/mL e 32,0 ng/mL; 2,68 ng/mL, respectivamente (p<0,0001). O valor de corte 
para o grupo controle foi de 17,39 ng/mL (percentil 15% inferior) e para o grupo 
alterado, de 29,34 ng/mL (percentil 15% superior). A comparação entre os dados 
clínicos (idade, variáveis seminais e análises funcionais dos espermatozoides) de 
cada grupo está representada na Tabela 13. A motilidade progressiva e a motilidade 
total foram estatisticamente maiores no grupo controle, enquanto a imotilidade foi 
estatisticamente maior no grupo alterado. 
 
Tabela 13. Análise seminal dos grupos controle (baixo nível seminal de 
peroxidação lipídica) e alterado (alto nível seminal de peroxidação lipídica) do 
estudo 4. Os grupos foram comparados por meio do teste t de Student para 
amostras não pareadas (p<0,05). Variáveis que não obedeceram à normalidade 








   
Média; DP 14,9; 1,60 32,0; 2,68 
<0,0001* IC 95% 14,2 – 15,6 30,8 – 33,2 
DAB classe III (%) 
   
Média; DP 14,4; 6,99 11,5; 4,72 0,102 IC 95% 11,4 – 17,4 9,4 – 13,5 
Acrossomas íntegros (%) 
   
Média; DP 76,2; 5,74 74,1; 7,39 0,286 IC 95% 73,8 – 78,7 70,9 – 77,3 
Comet Distributed Moment (u.a.) 
   
Média; DP 42,5; 27,28 44,0; 22,44 0,665 IC 95% 30,7 – 54,3 34,3 – 53,7 
Idade (anos) 
   
Média; DP 35,1; 5,41 36,3; 6,55 0,511 IC 95% 32,8 – 37,5 33,5 – 39,1 
Volume (mL) 
   
Média; DP 3,8; 1,51 3,4; 1,61 0,398 IC 95% 3,1 – 4,5 2,7 – 4,1 
Concentração (x106/mL) 
   




...continuação e conclusão da tabela 13. 
Motilidade progressiva (%) 
   
Média; DP 54,5; 7,82 48,0; 8,26 0,008* IC 95% 51,5 – 57,9 44,4 – 51,5 
Motilidade total (%) 
   
Média; DP 59,7; 7,09 53,1; 8,98 0,008* IC 95% 56,6 – 62,7 49,2 – 57,0 
Imotilidade (%) 
   
Média; DP 40,5; 7,24 46,9; 8,98 0,013* IC 95% 37,3 – 43,6 43,0 – 50,8 
Morfologia (% normais) 
   
Média; DP 7,5; 2,97 7,3; 2,46 0,988 IC 95% 6,2 – 8,8 6,3 – 8,4 
Células redondas (x106/mL) 
   
Média; DP 1,2; 0,97 1,8; 1,41 0,213 IC 95% 0,8 – 1,7 1,2 – 2,4 
Neutrófilos (x106/mL) 
   
Média; DP 0,1; 0,21 0,1; 0,13 0,505 IC 95% 0,04 – 0,2 0,03 – 0,1 
DAB: 3,3’-Diaminobenzidina 
DAB classe III: menos de 50% da peça intermediária do espermatozoide corada 
TBARS: Substâncias reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 
DP: Desvio Padrão 
IC 95%: Intervalo de Confiança de 95% da média 
 
 
No total, foram observadas seiscentas e quarenta e nove proteínas no estudo 
4, das quais vinte foram quantificadas em menos de três replicatas em cada grupo e, 
por isso, foram excluídas. As seiscentas e vinte e nove proteínas restantes foram 
quantificadas nos dois grupos e submetidas à análise estatística univariada (Figura 
13). Dessas, quatro proteínas foram exclusivas e dezenove foram hiperexpressas no 
grupo controle (Tabela 14), enquanto oito proteínas foram exclusivas e sessenta e 
três foram hiperexpressas no grupo alterado (Tabela 15). Quinhentas e trinta e cinco 
proteínas apresentaram-se conservadas entre os grupos (Anexo VI).  
  
 Figura 13. Diagrama de Venn com as proteínas 
nos grupos controle (baixo nível seminal de peroxidação 
lipídica, verde) e alterado (
lipídica, vermelho)




Tabela 14. Proteínas exclusivas ou hiperexpressas no grupo 
de peroxidação lipídica) do 
amostras não pareadas (p<0,05).
UniProt AC 
P31943 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H
Q8N335 Glycerol-3
Q9N2K0 HERV-H_2q24.3 provirus ancestral Env polyprot
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...continuação e conclusão da tabela 14. 
P06858 Lipoprotein lipase 0,020 0,742 
Q9NZ08 Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 <0,001 0,743 
Q9NQ79 Cartilage acidic protein 1 0,030 0,753 
O60635 Tetraspanin-1 0,026 0,768 
Q66K79 Carboxypeptidase Z 0,003 0,770 
Q08629 Testican-1 0,033 0,773 
P09668 Pro-cathepsin H 0,041 0,796 
P28907 ADP-ribosyl cyclase 1 0,013 0,820 
P12273 Prolactin-inducible protein 0,024 0,829 
Q9H173 Nucleotide exchange factor SIL1 0,010 0,831 
 
 
Tabela 15. Proteínas exclusivas ou hiperexpressas no grupo alterado (baixo nível seminal de 
peroxidação lipídica) do estudo 4, identificadas por meio do teste t de Student para amostras 
não pareadas (p<0,05). 
UniProt AC Nome da Proteína p Fold-change 
P01596 Ig kappa chain V-I region CAR - Exclusiva 
P01743 Ig heavy chain V-I region HG3 - Exclusiva 
P09960 Leukotriene A-4 hydrolase - Exclusiva 
P30153 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kD regulatory 
subunit A alpha isoform - Exclusiva 
P54578 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 - Exclusiva 
Q03013 Glutathione S-transferase Mu 4 - Exclusiva 
Q96TA1 Niban-like protein 1 - Exclusiva 
Q9UBC9 Small proline-rich protein 3 - Exclusiva 
Q12841 Follistatin-related protein 1 0,019 1,210 
P62328 Thymosin beta-4 0,025 1,253 
P54107 Cysteine-rich secretory protein 1 0,048 1,259 
P18827 Syndecan-1 0,029 1,260 
Q06830 Peroxiredoxin-1 0,014 1,263 
P13639 Elongation factor 2 0,048 1,266 
Q99519 Sialidase-1 0,041 1,266 
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 0,011 1,271 
P07858 Cathepsin B <0,001 1,290 
O60888 Protein CutA 0,041 1,293 
Q8NBJ4 Golgi membrane protein 1 0,036 1,311 
P00918 Carbonic anhydrase 2 0,038 1,312 
P13489 Ribonuclease inhibitor 0,028 1,314 
P02647 Apolipoprotein A-I 0,022 1,316 
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 0,025 1,321 
P01857 Ig gamma-1 chain C region 0,014 1,324 
P01765 Ig heavy chain V-III region TIL 0,034 1,352 
P07998 Ribonuclease pancreatic 0,020 1,359 




...continuação e conclusão da tabela 15. 
Q8IZP9 G-protein coupled receptor 64 0,019 1,377 
Q9UHI8 A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 
motifs 1 0,037 1,387 
P22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 0,018 1,393 
P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 0,031 1,395 
P09211 Glutathione S-transferase P 0,023 1,396 
P60660 Myosin light polypeptide 6 0,005 1,405 
P50991 T-complex protein 1 subunit delta 0,048 1,406 
P15311 Ezrin 0,006 1,413 
P01859 Ig gamma-2 chain C region 0,001 1,419 
P21217 Galactoside 3(4)-L-fucosyltransferase 0,022 1,428 
Q07654 Trefoil factor 3 0,035 1,462 
P0CG06 Ig lambda-3 chain C regions 0,003 1,464 
Q9H1M3 Beta-defensin 129 0,005 1,479 
P01833 Polymeric immunoglobulin receptor 0,037 1,494 
O15296 Arachidonate 15-lipoxygenase B 0,018 1,494 
Q9NZH0 G-protein coupled receptor family C group 5 member B 0,029 1,502 
P06727 Apolipoprotein A-IV 0,005 1,527 
P15121 Aldose reductase 0,001 1,531 
P62258 14-3-3 protein epsilon 0,001 1,532 
Q9HC38 Glyoxalase domain-containing protein 4 0,008 1,552 
Q96BQ1 Protein FAM3D 0,014 1,568 
P01834 Ig kappa chain C region <0,001 1,571 
P0CG04 Ig lambda-1 chain C regions 0,037 1,578 
P01876 Ig alpha-1 chain C region 0,007 1,580 
P02787 Serotransferrin 0,010 1,589 
P01623 Ig kappa chain V-III region WOL 0,047 1,592 
P06702 Protein S100-A9 0,007 1,596 
P01860 Ig gamma-3 chain C region 0,031 1,642 
Q96BH3 Epididymal sperm-binding protein 1 0,024 1,682 
P01764 Ig heavy chain V-III region VH26 0,019 1,715 
P01766 Ig heavy chain V-III region BRO 0,024 1,731 
P61626 Lysozyme C 0,041 1,735 
P55259 Pancreatic secretory granule membrane major glycoprotein GP2 0,017 1,736 
O43692 Peptidase inhibitor 15 0,009 1,760 
Q13228 Selenium-binding protein 1 0,020 1,784 
P14550 Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] 0,001 1,839 
P84077 ADP-ribosylation factor 1 0,007 1,878 
O95994 Anterior gradient protein 2 homolog 0,004 2,020 
P01037 Cystatin-SN 0,042 2,052 
P01617 Ig kappa chain V-II region TEW 0,016 2,060 
P01009 Alpha-1-antitrypsin 0,008 2,160 
Q8N4F0 BPI fold-containing family B member 2 0,001 3,079 
P31025 Lipocalin-1 0,003 3,144 




No estudo 4, foram encontradas funções enriquecidas no plasma seminal 
apenas do grupo alterado (Figura 14). Dessas, destacam-se biossíntese de ácidos 
graxos insaturados, detoxificação de EROs, homeostase, metabolismo de glutationa 
e de peróxido de hidrogênio, resposta celular ao ânion superóxido, perda de 
proteínas necessárias para a organização dos microtúbulos do centrossomo durante 
a interfase, produção de quimiocinas, resposta a metais de transição, resposta 
celular ao estresse térmico e resposta imune.   
 
 
Figura 14. Funções enriquecidas no plasma seminal do grupo alterado (alto nível seminal de peroxidação lipídica) 





Na análise multivariada por PLS-DA, 58,3% da variância dos dados do estudo 
4 foi explicada pelos três primeiros componentes formados. Utilizando-se esses 
componentes, uma separação completa entre os grupos foi atingida (Figura 15). 
Além disso, trinta e sete proteínas com escore VIP acima de dois foram 
selecionadas e utilizadas para análise de regressão logística e análise discriminante 
(Tabela 16). Dessas, duas proteínas foram incluídas no modelo final de regressão 
logística como sendo as proteínas mais importantes para diferenciar o grupo 
alterado do grupo controle (p<0,001). Essas proteínas foram identificadas como 
heme oxygenase 2 (UniProt AC P30519) e mucin-5B (UniProt AC Q9HC84). O 
modelo apresentou valores preditivos positivo, negativo e total de 91,7% e uma área 
abaixo da curva ROC de 99,3% (Figura 16). A análise discriminante, por sua vez, 
revelou que a proteína 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase (UniProt AC 
P09543) foi capaz de predizer o grupo controle e que as proteínas arginine/serine-
rich coiled-coil protein 2 (UniProt AC Q7L4I2), mucin-5B (UniProt AC Q9HC84), 
multifunctional protein ADE2 (UniProt AC P22234), procollagen-lysine,2-oxoglutarate 
5-dioxygenase 2 (UniProt AC O00469) e SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like 
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Tabela 16. Proteínas com escore VIP acima de dois na análise por PLS
análise de regressão logística e análise discriminante do estudo 
associação ao nível seminal de peroxidação lipídica). 
UniProt AC 
P31943 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H
Q8N335 Glycerol-3
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plasma seminal em associação ao nível seminal de 
peroxidação lipídica).
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Metalloproteinase inhibitor 3 0
-containing protein 16-like protein 0
-nucleotide 3'-phosphodiesterase 0
-capping protein subunit alpha-2 0
Histone H3.3 0
sorting-associated protein 28 homolog 0
-2B subunit gamma 0
-oxoglutarate 5-dioxygenaxygenase 2 0
Heme-binding protein 2 0




Multifunctional protein ADE2 0
Antithrombin-III 0
-rich coiled-coil protein 2 0
-binding glutamic acid-rich-like protein 0
Neutrophil defensin 3 0
Histone H2B type 3-B 0
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3.5 Biomarcadores sugeridos para cada estudo 
 No Quadro 1, encontram-se os biomarcadores proteicos sugeridos para cada 
estudo, selecionados de acordo com os resultados das análises de regressão 














Quadro 1. Biomarcadores proteicos sugeridos para cada estudo, selecionados de acordo com a análise de regressão 







UniProt AC Nome da Proteína UniProt AC Nome da Proteína 
  
Q8NEB7 acrosin-binding protein 
  
P20073 annexin A7 
  
P06865 beta-hexosaminidase subunit alpha 
  
Q8TDL5 BPI fold-containing family B member 1 
  
P09228 cystatin SA 
  
P08962 CD63 antigen 
  
Q9BS26 endoplasmic reticulum resident protein 44 
  










P55058 phospholipid transfer protein 
  
P60903 protein S100-A10 
  
Q8N114 protein shisa-5 
  
Q9UL36 zinc finger protein 236 
Estudo 3 
Fragmentação 
do DNA dos 
espermatozoides 
Q96LR9 apolipoprotein L domain-containing protein 1 P08697 alpha-2-antiplasmin 
Q9H336 cysteine-rich secretory protein LCCL domain-
containing 1 O43854 
EGF-like repeat and discoidin I-like domain-
containing protein 3 
Q9H0B8 cysteine-rich secretory protein LCCL domain-
containing 2 P28066 proteasome subunit alpha type-5 
P49788 retinoic acid receptor responder protein 1 
 
 




Nível seminal de 
peroxidação 
lipídica 
P09543 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase Q7L4I2 arginine/serine-rich coiled-coil protein 2 
  




P22234 multifunctional protein ADE2 
  
O00469 procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 
  





As alterações funcionais dos espermatozoides e o estresse oxidativo seminal 
são reconhecidos como os principais mecanismos envolvidos com a infertilidade 
masculina (12–14,28). Entretanto, os métodos existentes para sua avaliação ainda 
são pouco utilizados na prática clínica e o seu verdadeiro valor diagnóstico ainda 
não foi determinado (3,8). Assim, são necessárias novas técnicas para facilitar o 
diagnóstico e tratamento de fatores masculinos de infertilidade de forma mais 
sensível e precisa (69). Nesse sentido, o estudo proteômico do plasma seminal pode 
fornecer um método não invasivo de identificação de defeitos no espermatozoide, 
uma vez que esse meio é essencial para a sua função (42) e que a alteração da 
expressão de diversas proteínas testiculares e epididimárias no plasma seminal já 
foi associada à infertilidade masculina (40,41,48–51). Dessa forma, a hipótese deste 
estudo foi que o perfil de proteínas do plasma seminal pode refletir alterações 
funcionais do espermatozoide e o nível seminal de peroxidação lipídica, o qual está 
diretamente relacionado ao estresse oxidativo. 
Para testar essa hipótese, quatro estudos foram realizados separadamente: 
(i) estudo 1 - avaliação proteômica do plasma seminal em associação à atividade 
mitocondrial dos espermatozoides, (ii) estudo 2 - avaliação proteômica do plasma 
seminal em associação à integridade do acrossoma dos espermatozoides, (iii) 
estudo 3 - avaliação proteômica do plasma seminal em associação à fragmentação 
do DNA dos espermatozoides e (iv) estudo 4 - avaliação proteômica do plasma 
seminal em associação ao nível seminal de peroxidação lipídica. Em cada estudo foi 
possível identificar as proteínas e função biológicas associadas à alteração 
estudada, permitindo um entendimento mais completo dos mecanismos proteômicos 
envolvidos com as alterações funcionais dos espermatozoides e o estresse oxidativo 
seminal. Além disso, por meio de análise estatística multivariada, foi possível 
identificar as proteínas com maior potencial como biomarcadores de cada estudo. 
Após futura validação, essas proteínas poderão ser utilizadas para exclusão dos 
espermatozoides alterados durante a realização de técnicas de reprodução 
assistida. É importante ressaltar que o objetivo deste estudo não foi explicar as 
causas de danos funcionais do espermatozoide e do estresse oxidativo seminal, 




4.1 Estudo 1 – Análise proteômica do plasma seminal em associação à 
atividade mitocondrial dos espermatozoides 
A atividade mitocondrial já foi amplamente relacionada à fertilidade masculina. 
A respiração mitocondrial parece estar envolvida com a função normal do 
espermatozoide (70) e com a espermatogênese (71). A qualidade funcional das 
mitocôndrias está associada também à qualidade seminal e à capacidade de 
fertilização, podendo ser um bom candidato para diferenciar subpopulações de 
espermatozoides funcionais (72,73). Além disso, demonstrou-se em animais que as 
proteínas mitocondriais estão envolvidas com a capacitação, a maturação e a 
hiperativação do espermatozoide (74,75). Sugere-se também que o nível da 
expressão das proteínas mitocondriais citocromo c oxidase e DNA polimerase gama 
é variável entre subpopulações de espermatozoides, refletindo-se em sua qualidade 
(76).  
Por outro lado, disfunções mitocondriais foram encontradas em diversas 
causas de infertilidade masculina (15,19–21,70,71,77). Defeitos estruturais na peça 
intermediária do espermatozoide estão associados à redução da respiração 
mitocondrial e da motilidade celulares (9). A motilidade é essencial para a 
capacidade de fertilização do espermatozoide e parece depender da energia 
fornecida tanto pela glicólise anaeróbica quanto pela fosforilação oxidativa, a qual 
ocorre na membrana mitocondrial interna (78). Apesar da contribuição desses 
processos para a motilidade ainda não estar esclarecida, sugere-se que os 
espermatozoides sejam altamente dependentes do metabolismo oxidativo para sua 
fisiologia e função normais (9,70,77).  
Diversos estudos já demonstraram que as proteínas do plasma seminal são 
capazes de regular a função das mitocôndrias dos espermatozoides. Precursores 
das proteínas alfa-1 antitripsina e zinco-alfa2-glicoproteína e fragmentos formados 
por proteólise da semenogelina I podem se ligar ao espermatozoide e, assim, 
regular a sua motilidade (79,80). Além disso, concentrações elevadas de fibronectina 
no plasma seminal parecem reduzir a motilidade do espermatozoide (81). Barbonetti 
e colaboradores sugeriram que moléculas presentes no plasma seminal, 
principalmente fatores pró-inflamatórios, podem promover a alteração no potencial 
da membrana mitocondrial e ativar vias apoptóticas, levando à redução da 
motilidade dos espermatozoides em homens com lesão medular (47). 
Interessantemente, essa alteração foi encontrada inclusive em pacientes sem 
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alterações na motilidade (47). Em ovinos, foi demonstrado que proteínas seminais 
de baixo peso molecular são capazes de preservar a integridade funcional das 
mitocôndrias (82).   
No presente estudo, cento e quatro proteínas foram diferencialmente 
expressas no plasma seminal entre os grupos controle (alta atividade mitocondrial 
dos espermatozoides, n=26) e alterado (baixa atividade mitocondrial dos 
espermatozoides, n=23). Dessas, quarenta foram hiperexpressas ou exclusivamente 
expressas no grupo controle e sessenta e quatro, no grupo alterado (Tabelas 2 e 3).  
As funções enriquecidas no plasma seminal do grupo controle foram 
detoxificação de EROs e ligação a NADP (Figura 2). A detoxificação celular de 
EROs é importante para a proteção do espermatozoide contra o estresse oxidativo 
(83,84). Fisiologicamente, EROs são produzidas como resultado da atividade 
metabólica celular (85). Essas são importantes para o controle da sinalização celular 
mediada pela fosforilação de resíduos de tirosina, envolvida em funções essenciais 
do espermatozoide, como capacitação e reação acrossômica (86). Por outro lado, 
um excesso de EROs pode ser produzido por espermatozoides imaturos, 
danificados ou mortos e por leucócitos presentes no sêmen (85). As EROs, se não 
neutralizadas por antioxidantes endógenos, podem levar a alterações funcionais 
importantes no espermatozoide (85,87).  
Estudos recentes demonstraram que a respiração mitocondrial e a motilidade 
do espermatozoide são altamente afetadas pelo estresse oxidativo em 
consequência, provavelmente, a danos nas proteínas e lipídeos da membrana 
mitocondrial (24,25,87). Assim, o enriquecimento da detoxificação celular de EROs 
no grupo controle demonstra a presença de mecanismos de proteção no plasma 
seminal contra danos oxidativos à mitocôndria. As proteínas co-funcionais dessa 
função, glutathione peroxidase 3, glutathione reductase, mitochondrial, 
peroxiredoxin-1 e superoxide dismutase [Cu-Zn] estavam hiperexpressas no grupo 
controle, sugerindo que, apesar de presentes no grupo alterado, a sua expressão 
reduzida pode prejudicar a proteção celular contra EROs, o que provavelmente está 
relacionado com a baixa atividade mitocondrial encontrada nesse grupo.  
Por outro lado, a principal função enriquecida no grupo alterado foi a inibição 
de endopeptidases (Figura 2). Os inibidores de proteases presentes no plasma 
seminal são importantes para a proteção dos espermatozoides e de outras proteínas 
do plasma seminal contra a proteólise (88,89). Além disso, foi demonstrado em 
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camundongos que inibidores de protease presentes no plasma seminal se ligam à 
cabeça do espermatozoide, inibindo a reação acrossômica e, portanto, a fertilização 
(90). Apesar do seu papel fisiológico, a hiperexpressão gênica de inibidores de 
proteases epididimários foi encontrada em pacientes com azoospermia não 
obstrutiva quando comparado a homens com espermatogênese normal (91). 
Variações genéticas de inibidores de proteases também foram associadas à 
alteração da qualidade seminal (92) e à infertilidade (93).  
A função de oxidoredutase intramolecular, também enriquecida no grupo 
alterado, está envolvida com a catálise de uma reação de óxido-redução dentro de 
uma mesma molécula, sem a formação final de um produto de oxidação 
(https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016860). As proteínas co-
funcionais desse processo endoplasmic reticulum resident protein 44, protein 
disulfide-isomerase e prostaglandin E synthase 3 são importantes para a formação e 
rearranjo de pontes dissulfeto entre proteínas, além de funcionarem como 
chaperonas (http://www.uniprot.org/uniprot/Q9BS26, 
http://www.uniprot.org/uniprot/P07237 , http://www.uniprot.org/uniprot/Q15185).  
Dessa forma, o enriquecimento da inibição de endopeptidases e da função de 
oxidoredutase intramolecular demonstra a presença de mecanismos de proteção 
contra as alterações na atividade mitocondrial dos espermatozoides. Entretanto, a 
presença de proteínas celulares hiperexpressas no plasma seminal desse grupo 
sugere defeitos na espermatogênese e/ou danos aos espermatozoides, os quais 
podem estar associados à baixa atividade mitocondrial. O mesmo raciocínio pode 
ser aplicado para o enriquecimento de lisossomos, o que se deve provavelmente à 
presença de proteínas do espermatozoide relacionadas à sua formação no plasma 
seminal. 
O enriquecimento do catabolismo de glicosaminoglicanos no grupo alterado é 
interessante para o estudo da infertilidade. A presença de glicosaminoglicanos é 
essencial para a capacitação do espermatozoide (94,95). Dessa forma, pode-se 
sugerir que a hiperexpressão de proteínas ligadas ao catabolismo de 
glicosaminoglicanos pode prejudicar a capacitação do espermatozoide, levando à 
infertilidade encontrada em pacientes com baixa atividade mitocondrial dos 
espermatozoides.  
Por fim, o enriquecimento da resposta imune de fase aguda demonstra um 
efeito negativo de infecções no trato reprodutivo masculino na fertilidade. Mais de 
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15% dos homens com infertilidade apresentam infecção ou inflamação (96). Esses 
efeitos podem ser promovidos pela ação direta do agente infeccioso nos 
espermatozoides ou pela ativação do sistema imune. Em um estudo recente, 
demonstrou-se que a infecção pelo vírus da Hepatite C promove alterações na 
estrutura e função da mitocôndria, com uma redução no potencial de membrana e 
aumento na formação de EROs (97). Indiretamente, a infiltração de neutrófilos e 
macrófagos ativados no tecido lesado pode promover danos às mitocôndrias do 
espermatozoide, devido à geração de EROs e espécies reativas de nitrogênio, à 
liberação de enzimas hidrolíticas e à apoptose induzida por citocinas (98–100). Isso 
é ainda mais interessante se levado em consideração que o processo de 
detoxificação de EROs pode estar reduzido nesse grupo, o que poderia acentuar os 
danos à mitocôndria causados pela infecção e pela resposta imune.  
Portanto, os resultados do presente estudo sugerem uma associação entre 
redução da atividade mitocondrial dos espermatozoides e alterações biológicas, 
como redução da proteção contra EROS, inibição de endopeptidases, catabolismo 
de glicosaminoglicanos e resposta imune. Ainda, foram propostos biomarcadores 
seminais para as alterações na mitocôndria, como as proteínas acrosin-binding 
protein, a annexin A7 e a glutathione S-transferase Mu 3.  
A proteína acrosin-binding protein está envolvida com a formação do 
acrossoma durante a espermatogênese (101). Alterações na sua expressão foram 
relacionadas à distribuição incorreta de proteínas pelo acrossoma, como a pró-
acrosina (101), a defeitos na morfologia do acrossoma (102) e a alterações da 
função do espermatozoide (102,103). Além disso, a acrosin-binding protein é 
fosforilada durante a capacitação (91) para regular a formação de acrosina a partir 
de seus precursores (102,104). Assim, essa proteína está diretamente relacionada à 
reação acrossômica e à fertilização (101,105,106). Além disso, a presença dessa 
proteína foi associada também a maior resistência de espermatozoides bovinos ao 
congelamento-descongelamento (107). A proteína annexin A7, por sua vez, parece 
atuar como um canal de cálcio e como uma GTPase ativada por cálcio, regulando, 
portanto, eventos de exocitose (108–110). Além disso, essa proteína está envolvida 
com a translocação da proteína galectin-3 para a mitocôndria, onde essa tem ação 
anti-apoptótica. Assim, a annexin A7 é importante também para a integridade 
mitocondrial e para a regulação da apoptose (111). Outro biomarcador sugerido foi a 
proteína glutathione S-transferase Mu 3, uma proteína presente na membrana do 
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espermatozoide e que sofre alterações na sua distribuição durante a maturação no 
epidídimo e a capacitação. Essa proteína parece ser um receptor para proteínas 
presentes na zona pelúcida do oócito (zona pellucida sperm-binding protein 3 e zona 
pellucida sperm-binding protein 3) (112). Por isso, ela é importante para a reação 
acrossômica e para a fertilização (113). Além disso, essa classe de proteínas age 
também na detoxificação de EROs (114). 
Interessantemente, as proteínas propostas como biomarcadores seminais da 
alteração da atividade mitocondrial estão envolvidas, em grande parte, com a reação 
acrossômica e com a integridade mitocondrial. Portanto, a hiperexpressão dessas 
proteínas no grupo alterado pode ser um mecanismo compensatório aos danos 
mitocondriais. Além disso, uma vez que essas proteínas têm origem celular, essas 
podem ser um indicativo de danos ao espermatozoide, os quais podem estar 
associados à redução da atividade mitocondrial. 
 
 
4.2 Estudo 2 – Análise proteômica do plasma seminal em associação à 
integridade do acrossoma dos espermatozoides 
Sugere-se que espermatozoides com disfunções acrossomais apresentem 
capacitação comprometida e incapacidade de completar a reação acrossômica, 
afetando diretamente o sucesso da fertilização (10,115). Um estudo de Xiao e 
colaboradores demonstrou que a proteína protein interacting with C kinase 1 é 
essencial para a formação do acrossoma, sugerindo que alterações em sua 
expressão poderiam levar a alterações acrossomais (116). Outro estudo, o qual 
comparou o proteoma do plasma seminal entre pacientes férteis e vasectomizados, 
encontrou diferenças em diversas proteínas acrossomais, como sperm acrosome 
membrane-associated protein 3, zona pellucida-binding protein 2, acrosin-binding 
protein e cysteine-rich secretory protein 1 (CRISP1) (39). Essas proteínas se 
originam nos testículos e epidídimos e, então, são adicionadas ao acrossoma do 
espermatozoide, sendo importantes para a sua formação e para a reação 
acrossômica e, portanto, para a fertilização (39). Por outro lado, a proteína CRISP1 
foi encontrada no plasma seminal de homens com alta fragmentação do DNA dos 
espermatozoides (41). 
No presente estudo, setenta e seis proteínas foram diferencialmente 
expressas no plasma seminal entre os grupos controle (alta integridade do 
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acrossoma dos espermatozoides, n=23) e alterado (baixa integridade do acrossoma 
dos espermatozoides, n=22). Dessas, vinte e sete foram hiperexpressas ou 
exclusivamente expressas no grupo controle e quarenta e nove, no grupo alterado 
(Tabelas 6 e 7).   
A função enriquecida no plasma seminal do grupo controle foi a resposta 
imune de fase aguda (Figura 6). A hiperexpressão de proteínas relacionadas à 
resposta imune de fase aguda sugere a presença de agentes infecciosos no trato 
reprodutivo masculino e a ativação da imunidade celular e humoral, os quais não 
afetariam a integridade do acrossoma.  
No grupo alterado, as principais funções enriquecidas foram transporte 
lisossomal, regulação da exocitose, inibição de fosfolipase, transporte intracelular 
dependente de citoesqueleto, ligação ao GDP, regulação da resposta inflamatória 
aguda, metabolismo do ácido araquidônico e resposta celular ao peróxido de 
hidrogênio (Figura 6). 
A maior parte das proteínas hiperexpressas nesse grupo correspondeu às 
funções de transporte lisossomal e regulação da exocitose. Apesar de o acrossoma 
ser classicamente conhecido como uma vesícula secretória derivada do complexo 
de Golgi (117), um novo estudo realizado por Berruti e colaboradores demonstrou 
que a formação do acrossoma está intimamente relacionada ao lisossomo (118). 
Com isso, pode-se sugerir que o transporte lisossomal está envolvido com a 
formação e integridade do acrossoma. A hiperexpressão das proteínas envolvidas 
com essa função no plasma seminal do grupo alterado pode sugerir (i) que danos ao 
acrossoma podem promover a liberação dessas proteínas no plasma seminal ou (ii) 
reação acrossômica precoce. A reação acrossômica consiste em um evento de 
exocitose em que a membrana acrossomal externa se funde à membrana 
plasmática do espermatozoide, com consequente liberação das enzimas 
acrossomais, importantes para a fusão do espermatozoide com o oócito (119). 
Assim, as hipóteses da liberação de proteínas acrossomais no plasma seminal e de 
reação acrossômica precoce sugerem alterações na espermatogênese e/ou danos 
ao espermatozoide, provavelmente no acrossoma, o que estaria relacionado à 
alteração na integridade do acrossoma.  
Adicionalmente, a reação acrossômica (120) e a fertilização (121) dependem 
de fosfolipases seminais, as quais promovem a hidrólise de fosfolipídeos. A 
atividade da fosfolipase A está aumentada no plasma seminal de homens 
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normozoospérmicos em comparação a homens azoospérmicos (122). A fosfolipase 
A2 parece estar envolvida com a reação acrossômica (123). Além disso, a 
fosfolipase C zeta, uma proteína testicular presente no espermatozoide e envolvida 
com a ativação oocitária, teve sua expressão gênica reduzida em homens inférteis, 
quando comparado a homens férteis (124). Assim, é possível sugerir que o 
enriquecimento da função de inibição de fosfolipases pode ter uma ação deletéria 
para a fertilidade, o que está associado a alterações no acrossoma do 
espermatozoide. 
O transporte dependente de citoesqueleto também é importante durante a 
espermatogênese e para a formação correta do acrossoma. O citoesqueleto do 
espermatozoide envolve, principalmente, a presença de microtúbulos e de actina, os 
quais são importantes durante a espermiogênese, pois permitem o transporte 
vesicular (125) e a formação do acrossoma (126) e fornecem um caminho para as 
proteínas destinadas ao núcleo e flagelo (127). A presença de proteínas envolvidas 
com esse processo no plasma seminal sugere alterações na espermatogênese, as 
quais podem estar associadas às alterações no acrossoma. 
Outra função enriquecida nesse grupo foi a de regulação da resposta 
inflamatória aguda, o que contrasta com o enriquecimento da resposta imune de 
fase aguda encontrada no grupo controle. Inflamações do trato reprodutivo 
masculino podem promover alterações na qualidade seminal e nas funções dos 
espermatozoides devido à produção de EROs e de citocinas pró-inflamatórias 
(30,128–131), o que está relacionado à infertilidade (128,131). Essas citocinas 
podem levar a danos funcionais dos espermatozoides por meio da indução de 
apoptose (129,132). Assim, a resposta imune celular mediada por agentes pró-
inflamatórios pode estar envolvida com a alteração no acrossoma dos 
espermatozoides do grupo alterado. Em contraste, a resposta imune humoral e 
celular não dependente de citocinas parece não afetar a integridade do acrossoma. 
O metabolismo do ácido araquidônico, enriquecido no grupo alterado, está 
envolvido com a formação de prostaglandinas (133) e com a indução da reação 
acrossômica, o que já foi demonstrado em animais (134,135) e em humanos (136). 
Em humanos, as prostaglandinas também estão envolvidas diretamente com a 
competência funcional dos espermatozoides (137) e com a reação acrossômica 
(138,139). Entretanto, um estudo de Schlegel e colaboradores demonstrou que o 
nível seminal de prostaglandina E2 está aumentado em pacientes com varicocele, 
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oligozoospérmicos e astenozoospérmicos. O nível seminal de prostaglandina F2-alfa 
também foi maior em todos os pacientes inférteis avaliados e se correlacionou 
negativamente com a motilidade do espermatozoide em homens férteis (140). A 
principal via de formação do ácido araquidônico depende da atividade da fosfolipase 
A2 (137), a qual parece estar inibida no grupo alterado. Assim, sugere-se que o 
metabolismo do ácido araquidônico, enriquecido nesse grupo, se dá por uma via 
diferente da via da fosfolipase A2. A hiperexpressão de proteínas relacionadas a 
esse processo no plasma seminal do grupo alterado pode demonstrar a indução de 
reação acrossômica precoce nos espermatozoides, o que poderia estar relacionado 
aos danos na integridade do acrossoma observados nesse grupo. Além disso, a 
formação de prostaglandinas pode estar associada à infertilidade. 
Além do metabolismo do ácido araquidônico, o enriquecimento da resposta 
celular ao peróxido de hidrogênio também pode estar intimamente ligado à 
inflamação aguda do trato genitourinario. Estudos demonstraram uma correlação 
entre os níveis de peróxido de hidrogênio e as inflamações em homens inférteis 
(141). Em níveis fisiológicos, o peróxido de hidrogênio é importante para a 
capacitação e a reação acrossômica, entretanto, em maiores concentrações, esses 
processos podem ser inibidos (142). Em ratos, demonstrou-se que altos níveis de 
peróxido de hidrogênio induzem reação acrossômica prematura (10) Assim, a 
hiperexpressão de proteínas relacionadas à resposta ao peróxido de hidrogênio 
demonstram o aumento na produção dessa ERO, o que pode estar diretamente 
relacionado à alteração na integridade do acrossoma encontrada nesse grupo. 
Dessa forma, este estudo sugere diversos mecanismos associados à 
alteração na integridade do acrossoma, como resposta inflamatória aguda, 
biossíntese de prostaglandinas e aumento nos níveis de peróxido de hidrogênio. 
Esses podem estar diretamente envolvidos com a infertilidade masculina. Além 
disso, foram propostos biomarcadores seminais de alterações no acrossoma, como 
as proteínas phospholipid transfer protein e protein S100-A10. A proteína 
phospholipid transfer protein está presente no testículo e epidídimo (143,144) e, 
além de facilitar a troca de fosfolipídeos entre as lipoproteínas circulantes, pode se 
ligar à vitamina E (145). Essa proteína já foi encontrada também no plasma seminal 
(44). A deficiência de phospholipid transfer protein foi associada à infertilidade em 
camundongos, devido à redução da motilidade do espermatozoide e da taxa de 
fertilização (144). Foi associada, também, à redução da quantidade de vitamina E no 
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espermatozoide e no epidídimo (144), a qual tem um grande papel durante a 
espermatogênese (146). As alterações no espermatozoide associadas à deficiência 
dessa proteína parecem ter ocorrido durante a maturação no epidídimo (144). Por 
sua vez, a protein S100A10 participa como um regulador da fosforilação de annexin 
A2 (http://www.uniprot.org/uniprot/P60903). Um aumento da expressão de protein 
S100-A10 foi encontrado nos testículos de homens inférteis (147).  
 
 
4.3 Estudo 3 – Análise proteômica do plasma seminal em associação à 
fragmentação do DNA dos espermatozoides 
Estudos recentes revelaram um aumento em danos ao DNA de 
espermatozoides em homens inférteis (148–151). A fragmentação do DNA está 
associada à redução do potencial reprodutivo natural (152) e das taxas de sucesso 
de técnicas de reprodução assistida (TRA) (151,153). Está associada, também, à 
redução da qualidade embrionária (154) e ao aumento nas taxas de aborto (155), 
além de ser pró-mutagênica (11). Além disso, demonstrou-se que grupos de 
pacientes com diferentes tipos de infertilidade masculina apresentam perfis de danos 
ao DNA dos espermatozoides também diferentes (149). 
A fragmentação do DNA dos espermatozoides pode refletir alterações na 
espermatogênese, como falhas na compactação da cromatina durante a 
espermiogênese (23) ou alterações no processo de apoptose (156). Assim, é 
possível hipotetizar que danos ao DNA dos espermatozoides poderiam refletir-se em 
alterações no proteoma do plasma seminal, como a presença de proteínas 
associadas à espermatogênese alterada e à morte celular e de proteínas do plasma 
seminal oxidadas e a solubilização de proteínas do espermatozoide liberadas devido 
a danos à membrana do espermatozoide.  
Essa hipótese foi testada em um estudo anterior (41), o qual demonstrou que 
a fragmentação do DNA dos espermatozoides está associada à presença de uma 
resposta imune exacerbada, à ligação a ácidos graxos e à atividade de 
endorribonuclease. Além disso, foram encontradas proteínas testiculares e 
epididimárias hiperexpressas no plasma seminal de homens com alta fragmentação 
do DNA dos espermatozoides, revelando alterações na espermatogênese e na 
maturação epididimária. Entretanto, esse estudo utilizou uma técnica proteômica 
com menor resolução e sensibilidade, além de um número de pacientes reduzido. 
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Dessa forma, este trabalho propôs uma nova análise do perfil proteômico do plasma 
seminal em associação à fragmentação do DNA dos espermatozoides, em busca de 
resultados ainda mais confiáveis e representativos. 
No presente estudo, cento e trinta e quatro proteínas estiveram 
diferencialmente expressas no plasma seminal entre os grupos controle (baixa 
fragmentação do DNA dos espermatozoides, n=22) e alterado (alta fragmentação do 
DNA dos espermatozoides, n=22). Dessas, cento e oito foram hiperexpressas ou 
exclusivamente expressas no grupo controle e vinte e seis, no grupo alterado 
(Tabelas 10 e 11).  
 As principais funções enriquecidas no grupo controle foram metabolismo de 
carboidratos, regulação do nível de lipoproteínas, regulação positiva de células 
Natural Killer (NK), regulação negativa da via intrínseca da apoptose, metabolismo 
de hormônios peptídicos, organização e desorganização da matriz extracelular, 
homotetramerização de proteínas, morfogênese de ureteres, ligação a 
glicoproteínas, ligação a proteases, atividade de metalopeptidases, ligação ao NAD, 
lisossomos, regulação da replicação do DNA, ligação à heparina, catabolismo de 
glicosaminoglicanos, regulação negativa da atividade de peptidase e inibição de 
fosfolipases (Figura 10). 
 O enriquecimento do metabolismo de carboidratos envolveu os processos de 
gliconeogênese, vias glicolíticas, ciclo do ácido tricarboxílico e respiração aeróbica. 
A glicólise anaeróbica é essencial para a motilidade e capacitação de 
espermatozoides humanos (157). A energia produzida pelo espermatozoide é 
necessária para a manutenção da composição do meio intracelular, para 
modificações estruturais e funcionais que ocorrem durante a maturação, a 
capacitação e a fertilização e para a motilidade (158). O metabolismo oxidativo 
envolvendo o ciclo do ácido tricarboxílico e a respiração mitocondrial, por sua vez, é 
importante para a função correta do espermatozoide (9,70,77) e pode ter um efeito 
promotor da capacitação, apesar de não ser indispensável para esse processo 
(157). Além disso, Ferramosca e colaboradores sugeriram uma correlação entre a 
respiração mitocondrial e a integridade do DNA do espermatozoide (159). Em 
relação à gliconeogênese, ainda há poucos relatos na literatura sobre a presença 
desse processo em espermatozoides de mamíferos. Em cachorros, demonstrou-se 
que a gliconeogênese é importante para a manutenção da motilidade e da 
capacitação (160). A presença de gliconeogênese em espermatozoides de 
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camundongos também foi sugerida (161). Entretanto, outro estudo revelou a 
ausência de gliconeogênese em espermatozoides de bovinos (162).  
Interessantemente, em um estudo anterior, a função de metabolismo de 
carboidratos também foi enriquecida em espermatozoides com baixa fragmentação 
de DNA (61). Assim, o presente estudo sugere que, além de estar alterado nos 
espermatozoides, o metabolismo de carboidratos também está alterado no plasma 
seminal de pacientes com alta fragmentação do DNA dos espermatozoides. Apesar 
da presença dessas proteínas não ser esperada no plasma seminal, foi 
demonstrado que enzimas glicolíticas são expressas nos prostassomos, os quais 
são vesículas extracelulares encontradas em grandes quantidades no sêmen 
humano (163).  
A função de regulação do nível de lipoproteínas também foi enriquecida nesse 
grupo, envolvendo as proteínas hiperexpressas low-density lipoprotein receptor, 
angiotensinogen e lipoprotein lipase. O plasma seminal é rico em lipoproteínas, as 
quais armazenam triacilglicerídeos, essenciais para o metabolismo do 
espermatozoide (164,165). Os triacilglicerídeos podem ser utilizados como fonte de 
energia, devido à ligação das lipoproteínas aos receptores presentes na membrana 
do espermatozoide, promovendo a internalização e hidrólise dos triacilglicerídeos. 
Esse processo é estimulado pela lipoproteína lipase, secretada pela glândula 
bulbouretral durante a ejaculação (164–166). Além de ser importante para fornecer 
energia, as lipoproteínas seminais são necessárias para o remodelamento da 
membrana dos espermatozoides, processo fundamental para que essa célula atinja 
seu potencial de fertilização (45,165). Essas modificações ocorrem durante a 
maturação no epidídimo, a capacitação e a reação acrossômica e envolvem o efluxo 
de colesterol da membrana (49,50). Proteínas do plasma seminal, como as 
lipoproteínas, são capazes de se ligar à superfície do espermatozoide e agir também 
no trato reprodutivo feminino, regulando negativa ou positivamente a capacitação do 
espermatozoide (168).  
No estudo realizado anteriormente para analisar o perfil proteômico do plasma 
seminal em associação à fragmentação do DNA dos espermatozoides, a função de 
regulação do nível de lipoproteínas também foi enriquecida no grupo controle (41). 
Dessa forma, o presente estudo confirma os achados anteriores, sugerindo um 
envolvimento desse processo com a função correta do espermatozoide. Sua 
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alteração no plasma seminal pode, portanto, estar associada à fragmentação do 
DNA dos espermatozoides.  
Outra função enriquecida nesse grupo foi a de regulação positiva de células 
NK, a qual é importante tanto no trato reprodutivo masculino quanto no feminino. No 
sêmen, a atividade dessas células parece ser importante para a remoção de 
espermatozoides alterados e não funcionais (169). Um aumento no número de 
células NK foi encontrado no sêmen de homens com oligoastenozoospermia e 
azoospermia obstrutiva (169). No útero, essas células parecem ser importantes para 
a gravidez, pois a sua proliferação ocorre durante a fase secretória final do 
endométrio e no início da gravidez (170), regulando a invasão do trofoblasto (171) e 
a angiogênese uterina (172). Assim, pode-se sugerir que a indução da atividade das 
células NK no plasma seminal do grupo controle pode ser importante tanto para a 
remoção de espermatozoides ejaculados que possuam o DNA fragmentado, quanto 
para a gravidez.  
O enriquecimento da regulação negativa da via intrínseca da apoptose no 
grupo controle é um achado intrigante, uma vez que essa função já foi encontrada 
anteriormente em espermatozoides viáveis com alta fragmentação de DNA (61).  
Com isso, a hiperexpressão de proteínas envolvidas com esse processo no plasma 
seminal do grupo controle sugere que alterações nos mecanismos de seleção dos 
espermatozoides durante a espermatogênese podem estar alterados inclusive em 
pacientes com baixa fragmentação do DNA dos espermatozoides. Esse resultado 
contradiz a hipótese de apoptose abortiva como uma das causas de fragmentação 
de DNA de espermatozoides (156), uma vez que a inibição da apoptose não foi 
associada à alta fragmentação do DNA. 
Outra função enriquecida no plasma seminal desse grupo foi a de ligação à 
heparina. A heparina é o glicosaminoglicano com maior poder de indução da 
capacitação (95). Durante a capacitação do espermatozoide, proteínas que se ligam 
à heparina, derivadas do plasma seminal e ligadas à membrana do espermatozoide, 
principalmente em lipídeos que contém grupo fosforilcolina, permitem a ativação 
desse processo pela heparina (173,174). Assim, as proteínas de ligação à heparina 
têm papel fundamental na sobrevivência e capacidade de fertilização do 
espermatozoide. Qualquer alteração na expressão dessas proteínas pode levar à 
incapacidade de fertilização e, consequentemente, à infertilidade (168), o que pode 
estar relacionado à alta fragmentação do DNA dos espermatozoides.  
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Esse resultado se torna ainda mais interessante com o enriquecimento do 
catabolismo de glicosaminoglicanos nesse grupo. Uma vez que a presença de 
proteínas de ligação à heparina poderia facilitar a capacitação precoce do 
espermatozoide, uma explicação plausível seria a de que proteínas relacionadas ao 
catabolismo de glicosaminoglicanos são hiperexpressas nesse grupo na tentativa de 
controlar esse processo.  
Entretanto, o enriquecimento das funções de catabolismo de 
glicosaminoglicanos, de regulação negativa da atividade de proteases e de inibição 
de fosfolipases contrastam com os resultados dos estudos 1 e 2, pois essas funções 
foram enriquecidas no plasma seminal dos grupos alterados. Com isso, é possível 
sugerir que alguns mecanismos envolvidos com a alteração da atividade 
mitocondrial e da integridade do acrossoma são diferentes daqueles associados à 
fragmentação do DNA dos espermatozoides. 
 Em contraste, as principais funções enriquecidas no grupo alterado foram 
biossíntese de prostaglandinas e ligação a ácidos graxos (Figura 10). Em linfócitos 
de camundongos, foi demonstrado que a prostaglandina E1 é capaz de prevenir 
danos ao DNA provocados por agentes genotóxicos e citotóxicos. Em contraste, as 
prostaglandinas E2 e F2-alfa não só não tiveram o mesmo efeito protetor, como 
também foram genotóxicas. (175). No sêmen, as prostaglandinas 8-iso-
prostaglandina E2, 8-iso-prostaglandina F2 e 8-isoprostano vêm sendo utilizadas 
como marcadores de estresse oxidativo seminal (176–178). Além disso, uma 
correlação positiva entre os níveis de 8-isoprostano e a fragmentação do DNA dos 
espermatozoides já foi encontrada anteriormente (176). Aitken e colaboradores 
sugerem que a maioria dos danos ao DNA dos espermatozoides é induzida pelo 
estresse oxidativo e ocorre após a espermiação (26,179). Os resultados do presente 
estudo sugerem uma relação entre a biossíntese de prostaglandinas e a 
fragmentação do DNA dos espermatozoides, o que pode estar diretamente 
relacionado ao estresse oxidativo seminal. A biossíntese de prostaglandinas também 
foi enriquecida no plasma seminal do grupo baixa integridade do acrossoma dos 
espermatozoides. 
Em um estudo anterior, a função de ligação a ácidos graxos também foi 
enriquecida no plasma seminal do grupo alterado (41). Assim, os resultados do 
presente estudo confirmam os achados anteriores e sugerem um envolvimento do 
transporte de ácidos graxos no plasma seminal com a fragmentação do DNA dos 
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espermatozoides. Além disso, diversos outros mecanismos associados a essa 
alteração foram propostos pelos resultados deste estudo, como metabolismo de 
carboidratos, regulação do nível de lipoproteínas, regulação de células NK e 
formação de prostaglandinas. 
Além das funções alteradas associadas à fragmentação do DNA dos 
espermatozoides, este estudo propôs alguns biomarcadores, como as proteínas 
sperm-associated antigen 11B e proteasome subunit alpha type-5. A proteína 
sperm-associated antigen 11B, identificada como biomarcador do grupo controle, é 
secretada pelo epidídimo e adicionada ao acrossoma dos espermatozoides (180). A 
ligação dessa proteína no espermatozoide é regulada por andrógenos, o que sugere 
que essa tenha um papel na maturação do espermatozoide. Além disso, por estar 
ligada à região pós-acrossomal da cabeça do espermatozoide, sugere-se também 
que essa proteína tenha um papel direto na fertilização (181). Dessa forma, essa 
proteína é importante para a função e capacidade de fertilização do espermatozoide. 
Por sua vez, a proteína proteasome subunit alpha type-5 foi identificada como 
biomarcador do grupo alterado. Os proteassomos são complexos de proteínas que 
participam na degradação de proteínas, o que é importante para a progressão do 
ciclo celular e para a apoptose (182). Esse processo é importante para a 
espermatogênese (183), para a capacitação (184,185) e para a remoção de 
espermatozoides com DNA danificado (186). Assim, a identificação da proteína 
proteasome subunit alpha type-5 como biomarcador seminal de fragmentação do 




4.4 Estudo 4 – Análise proteômica do plasma seminal em associação ao nível 
seminal de peroxidação lipídica 
O estresse oxidativo ocorre quando há um desequilíbrio entre a produção de 
EROs e de antioxidantes, favorecendo o lado pró-oxidativo (27). Os 
espermatozoides humanos são particularmente sensíveis ao estresse oxidativo, em 
consequência da elevada concentração de ácidos graxos poliinsaturados em sua 
membrana plasmática (187), da sua capacidade antioxidante limitada (188) e da 
baixa capacidade de reparo da sua membrana (189). 
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Os fatores cruciais na etiologia das alterações funcionais dos 
espermatozoides em decorrência do estresse oxidativo são a oxidação de 
fosfolipídeos da membrana, processo conhecido como peroxidação lipídica, e a 
oxidação de proteínas (13,26).  
A peroxidação lipídica é um processo que se inicia com o ataque de EROs às 
duplas ligações dos ácidos graxos poliinsaturados, levando à substituição de um 
átomo de hidrogênio por um de oxigênio e à consequente formação de radicais 
peroxil (ROO-) e alcoxil (RO-). Esses radicais promovem a abstração de átomos de 
hidrogênio dos carbonos adjacentes, a fim de estabilizar a molécula de fosfolipídeo, 
formando novos radicais lipídicos e moléculas de peróxidos e aldeídos lipídicos, 
como o MDA (26). Adicionalmente, foi demonstrado que as mitocôndrias do 
espermatozoide são capazes de responder a esse processo com um aumento 
drástico na produção de EROs (190,191). Dessa forma, a peroxidação lipídica é um 
processo capaz de auto-propagação, levando à perda da integridade, da 
estabilidade e da permeabilidade seletiva da membrana plasmática e mitocondrial do 
espermatozoide e à inativação de enzimas (31).  
A oxidação das proteínas, por sua vez, leva à produção de grupos carbonila, 
o que as torna mais suscetíveis à proteólise (36). Além disso, grupos sulfidrila, 
presentes principalmente nos resíduos de cisteína das proteínas, são altamente 
suscetíveis à oxidação por EROs. Isso promove o acúmulo de proteínas oxidadas e, 
em alguns casos, a redução da sua função (34,35). Assim, a perda de grupos 
sulfidrila livres é considerada um marcador de estresse oxidativo (192). Estudos 
demonstraram uma redução significativa nos níveis de sulfidrila livres no plasma 
seminal de pacientes inférteis (53,54). Além disso, a redução desses marcadores foi 
associada à redução da qualidade e função dos espermatozoides (33).  
Sugere-se que o efeito do estresse oxidativo nas proteínas extracelulares é 
muito mais proeminente do que em proteínas localizadas no meio intracelular. Isso 
decorre da sua meia-vida mais longa, além do fato de que a prevenção e reparação 
de danos a essas proteínas é mais difícil (35). Portanto, é possível hipotetizar que 
um aumento na peroxidação de lipídeos dos espermatozoides e do plasma seminal 
pode ser acompanhado de alterações no perfil de proteínas do plasma seminal. 
Essas diferenças podem ocorrer por: (i) oxidação das proteínas do plasma seminal, 
(ii) oxidação de proteínas dos espermatozoides liberadas no plasma seminal, (iii) 
peptídeos oriundos da proteólise de proteínas do plasma seminal e dos 
72 
 
espermatozoides e (iv) liberação de proteínas de espermatozoides alterados ou 
mortos no plasma seminal. 
Para testar essa hipótese, este estudo realizou a análise proteômica do 
plasma seminal em associação aos níveis seminais de peroxidação lipídica. Noventa 
e quatro proteínas foram diferencialmente expressas no plasma seminal entre os 
grupos controle (baixo nível seminal de peroxidação lipídica, n=23) e alterado (alto 
nível seminal de peroxidação lipídica, n=23). Dessas, vinte e três foram 
hiperexpressas ou exclusivamente expressas no grupo controle e setenta e uma, no 
grupo alterado (Tabelas 14 e 15).  
Nesse estudo, foram encontradas funções enriquecidas apenas no grupo 
alterado. Dessas, destacam-se a biossíntese de ácidos graxos insaturados, resposta 
celular ao ânion superóxido, metabolismo de glutationa e de peróxido de hidrogênio, 
resposta a metais de transição, detoxificação de EROs, homeostase, perda de 
proteínas necessárias para a organização dos microtúbulos do centrossomo durante 
a interfase, produção de quimiocinas, resposta celular ao estresse térmico e 
resposta imune (Figura 14).   
As funções enriquecidas estão intimamente relacionadas à peroxidação 
lipídica e ao estresse oxidativo. Os ácidos graxos insaturados, principalmente os 
com poliinsaturações, são responsáveis pela fluidez e flexibilidade da membrana do 
espermatozoide, a qual é essencial para a fertilização. Entretanto, a presença de 
ligações duplas entre os carbonos desses ácidos graxos os torna mais suscetíveis 
ao ataque das EROs e, portanto, à peroxidação lipídica (193,194). Assim, o 
enriquecimento da função de biossíntese de ácidos graxos insaturados no grupo 
alterado poderia ocorrer devido: (i) ao ataque dessas moléculas pelas EROs e à 
formação de peróxidos lipídicos, como uma tentativa de reestruturação da 
membrana do espermatozoide ou (ii) a uma forma de propagação da peroxidação 
lipídica, com nova formação de ácidos graxos insaturados e sua incorporação na 
membrana, facilitando seu ataque pelas EROs. 
A cascata do estresse oxidativo no sêmen já é amplamente conhecida e 
inicia-se com a formação do ânion superóxido durante a respiração mitocondrial, o 
que é um processo normal no metabolismo celular (187). Esse pode ser convertido a 
peróxido de hidrogênio pela enzima superóxido dismutase, tanto na mitocôndria 
(superóxido dismutase dependente de manganês) quanto no citoplasma (superóxido 
dismutase dependente de cobre e zinco) (195). Além disso, a superóxido dismutase 
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dependente de cobre e zinco é secretada pelo epitélio do epidídimo e seu nível e 
atividade parecem aumentar da cabeça para a cauda do epidídimo (196,197). O 
peróxido de hidrogênio pode ter dois destinos: (i) ser convertido a água e oxigênio 
pelas enzimas catalase e glutationa peroxidase ou (ii) facilmente atravessar a 
membrana mitocondrial e celular e receber um elétron doado de íons ferro ou cobre, 
dando origem ao radical hidroxila, a mais reativa e prejudicial ERO (195). Os 
antioxidantes enzimáticos (superóxido dismutase, a catalase e a glutationa 
peroxidase) e não enzimáticos (albumina, glutationa, taurina, entre outros) são 
importantes para a detoxificação de EROs e, assim, para a manutenção da 
homeostase e estão presentes em grandes quantidades no plasma seminal (198). 
Dessa forma, o enriquecimento das funções de resposta celular ao ânion 
superóxido, metabolismo de glutationa e de peróxido de hidrogênio, resposta a 
metais de transição, detoxificação de EROs e homoestase demonstram o excesso 
na produção de EROs no sêmen e a produção de antioxidantes na tentativa de 
restabelecer o equilíbrio redox no plasma seminal. Essas funções estão diretamente 
associadas ao alto nível seminal de peroxidação lipídica encontrada no plasma 
seminal do grupo alterado. 
Estudos demonstraram uma associação entre o estresse oxidativo e o 
estresse térmico (199,199,200). O estresse térmico é causado pelo aumento da 
temperatura escrotal, o que pode ser causado pela varicocele (199), obesidade 
(201) ou fatores de estilo de vida, como trabalhar durante longos períodos sentado 
(202). EROs parecem ser mediadores citotóxicos para as células germinativas e 
espermatozoides durante o estresse térmico (203). Assim, o enriquecimento da 
função de resposta celular ao estresse térmico pode demonstrar que o aumento dos 
níveis seminais de peroxidação lipídica encontrado nesse grupo pode se dar devido 
ao aumento da temperatura testicular.  
Por fim, o enriquecimento da resposta imune é interessante, uma vez que 
diversos estudos já relacionaram a ocorrência de infecções e de inflamações no 
trato reprodutivo masculino com o estresse oxidativo seminal (30,97–100,128), como 
discutido anteriormente. Assim, os resultados do presente estudo demonstram que 
altos níveis seminais de peroxidação lipídica estão associados a mecanismos de 
detoxificação de EROs e de resposta a EROs, ao estresse térmico e a uma resposta 
imune exacerbada. Além disso, foram propostos potenciais biomarcadores seminais 
associados ao nível seminal de peroxidação lipídica. A proteína 2',3'-cyclic-
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nucleotide 3'-phosphodiesterase foi identificada como biomarcador de baixos níveis 
seminais de peroxidação lipídica. Essa é uma proteína testicular que hidrolisa a 
Adenosina Monofosfato cíclico (AMPc) (204). Nucleotídeos cíclicos são importantes 
para a regulação da função testicular. Nas células de Sertoli e de Leydig, essa 
proteína participa na resposta a gonadotrofinas (205), enquanto nas células 
germinativas está envolvida com o controle da maturação do espermatozoide no 
epidídimo (206) e da diferenciação celular nos túbulos seminíferos (207). Assim, as 
enzimas fosfodiesterase são importante para regular o nível de AMPc e, 
consequentemente, a função testicular e do espermatozoide (205,208). Por outro 
lado, a protein heme oxygenase 2 foi sugerida como biomarcador seminal de 
peroxidação lipídica. Essa proteína controla o catabolismo do grupo heme (209) e foi 
identificada em testículos de humanos (210). A atividade da heme oxygenase 2 está 
relacionada à regulação da espermatogênese (211). Um estudo piloto demonstrou 
que a atividade dessa proteína está diminuída no plasma seminal de pacientes 
oligozoospérmicos e com azoospermia não obstrutiva quando comparados a 
homens normozoospérmicos (212). Outro estudo demonstrou maiores 
concentrações dessa proteína no plasma seminal de homens férteis, com uma 
redução dos seus níveis em homens oligoastenozoospérmicos. A maior redução foi 
encontrada em pacientes oligozoospérmicos com varicocele. Além disso, foi 
encontrada uma correlação positiva entre a concentração de heme oxygenase e a 
concentração, motilidade e morfologia dos espermatozoides (213). 
Interessantemente, a heme oxygenase 2 parece ter papel protetor contra o estresse 
oxidativo, além de propriedades anti-inflamatórias e anti-apoptóticas (209,214). 
Essas funções corroboram essa proteína como um biomarcador da peroxidação 










Com o presente estudo, é possível afirmar que: 
•  O perfil proteômico do plasma seminal reflete alterações funcionais dos 
espermatozoides e o nível seminal de peroxidação lipídica; 
•  Diversas funções pós-genômicas estão relacionadas às alterações 
estudadas: 
a. Alterações na atividade mitocondrial dos espermatozoides estão 
associadas a redução da detoxificação de EROs, inibição de 
endopeptidases, atividade de oxidoredutase intramolecular, 
catabolismo de aminoglicanos e resposta imune de fase aguda; 
b. Alterações na integridade do acrossoma dos espermatozoides 
estão associadas a transporte lisossomal, regulação da exocitose, 
inibição de fosfolipase, transporte intracelular dependente de 
citoesqueleto, regulação da resposta inflamatória aguda, 
metabolismo do ácido araquidônico e resposta celular ao peróxido 
de hidrogênio; 
c. A fragmentação do DNA dos espermatozoides está associada à 
biossíntese de prostaglandinas, ligação a ácidos graxos, redução 
do metabolismo de carboidratos e alteração nos processos de 
regulação dos níveis de lipoproteínas, entre outros. 
d. Altos níveis seminais de peroxidação lipídica estão associados a 
biossíntese de ácidos graxos insaturados, resposta celular ao 
ânion superóxido, metabolismo de glutationa e de peróxido de 
hidrogênio, resposta a metais de transição, detoxificação de 
EROs, homeostase, resposta celular ao estresse térmico e 
resposta imune. 
• Proteínas relacionadas às alterações funcionais dos espermatozoides e ao 
nível seminal de peroxidação lipídica constituem potenciais biomarcadores 
seminais para cada alteração: 
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a. Atividade mitocondrial – acrosin-binding protein, annexin A7, beta-
hexosaminidase subunit alpha, BPI fold-containing family B 
member, cystatin SA, CD63 antigen, endoplasmic reticulum 
resident protein 44 e glutathione S-transferase Mu 3;  
b. Integridade do acrossoma - collagen alpha-1(XII) chain, lipocalin-
15, phospholipid transfer protein, protein S100-A10, protein shisa-5 
e zinc finger protein 236; 
c. Fragmentação do DNA - apolipoprotein L domain-containing 
protein 1, cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 
1, cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 2, 
retinoic acid receptor responder protein 1, sperm-associated 
antigen 11B, alpha-2-antiplasmin, EGF-like repeat and discoidin I-
like domain-containing protein 3 e proteasome subunit alpha type-
5; 
d. Peroxidação lipídica - 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase, 
arginine/serine-rich coiled-coil protein, heme oxygenase 2, mucin-
5B, multifunctional protein ADE2, procollagen-lysine,2-oxoglutarate 




Anexo I: Carta de aprovação do Comitê de Ética 
Federal de São Paulo. 






Anexo II: Análise quantitativa das proteínas do plasma seminal, realizada pelo 
método BCA (Ácido Bicinconínico). 
 
Tabela Suplementar 1. Análise quantitativa das proteínas presentes no plasma 
seminal das amostras individuais dos pacientes selecionados para comporem os 
grupos experimentais. 
Amostra Média (µg/mL) 
Volume utilizado 
para confecção 
do pool  




1 32332,12 6,2 
 
59 40500,45 4,9 
2 36218,69 5,5 
 
60 24876,61 8,0 
3 43527,62 4,6 
 
61 28565,73 7,0 
4 26579,98 7,5 
 
62 30487,57 6,6 
5 41313,11 4,8 
 
63 22592,88 8,9 
6 33481,08 6,0 
 
64 31257,71 6,4 
7 29342,13 6,8 
 
65 34406,16 5,8 
8 30356,8 6,6 
 
66 38126,98 5,2 
9 26366,67 7,6 
 
67 34128,46 5,9 
10 17451,64 11,5 
 
68 28840,02 6,9 
11 20780,96 9,6 
 
69 30404,76 6,6 
12 26767,35 7,5 
 
70 23353,13 8,6 
13 39136,55 5,1 
 
71 42153,04 4,7 
14 27359,34 7,3 
 
72 31341,05 6,4 
15 34273,64 5,8 
 
73 22647,24 8,8 
16 29779,5 6,7 
 
74 40472,38 4,9 
17 34334,45 5,8 
 
75 20777,83 9,6 
18 35614,52 5,6 
 
76 30295,55 6,6 
19 48425,09 4,1 
 
77 37709,94 5,3 
20 30771,04 6,5 
 
78 38349,69 5,2 
21 42764,74 4,7 
 
79 32913,53 6,1 
22 51201,45 3,9 
 
80 31703,42 6,3 
23 24164,31 8,3 
 
81 36672,84 5,5 
24 48585,1 4,1 
 
82 31844,34 6,3 
25 30387,77 6,6 
 
83 27093,9 7,4 
26 20497,82 9,8 
 
84 49107,97 4,1 
27 24822,91 8,1 
 
85 28162,04 7,1 
28 25301,49 7,9 
 
86 21560,43 9,3 
29 23061,19 8,7 
 
87 29036,78 6,9 
30 35596,59 5,6 
 
88 38940,29 5,1 
31 26228,14 7,6 
 
89 22471,92 8,9 
32 22185,66 9,0 
 
90 23356,58 8,6 
33 32550,97 6,1 
 
91 27123 7,4 
34 29558,32 6,8 
 
92 41937,26 4,8 
35 39811,35 5,0 
 
93 37223,29 5,4 
36 31966,88 6,3 
 




...continuação e conclusão da tabela suplementar 1. 
37 31116,23 6,4 
 
95 26283,35 7,6 
38 28137,66 7,1 
 
96 22858,63 8,7 
39 38266,86 5,2 
 
97 37341 5,4 
40 30246,21 6,6 
 
98 37200,63 5,4 
41 20128,77 9,9 
 
99 29424,27 6,8 
42 27486,14 7,3 
 
100 38002,15 5,3 
43 41996,81 4,8 
 
101 37703,8 5,3 
44 28009,03 7,1 
 
102 40982,69 4,9 
45 21001,6 9,5 
 
103 37223,36 5,4 
46 23191,32 8,6 
 
104 31312,62 6,4 
47 28611,06 7,0 
 
105 48723,14 4,1 
48 25501,32 7,8 
 
106 32017,9 6,2 
49 26671,72 7,5 
 
107 35622,54 5,6 
50 38890,23 5,1 
 
108 47154,08 4,2 
51 41587,5 4,8 
 
109 28152,38 7,1 
52 28111,73 7,1 
 
110 49370,69 4,1 
53 28637,84 7,0 
 
111 49208,7 4,1 
54 21078,05 9,5 
 
112 41419,89 4,8 
55 41957,54 4,8 
 
113 19829,05 10,1 
56 43810,7 4,6 
 
114 31448,67 6,4 
57 27114,84 7,4 
 
115 44224,11 4,5 
58 26677,71 7,5 






Tabela Suplementar 2. Análise quantitativa das proteínas presentes no plasma 
seminal dos pools do estudo 1 (análise proteômica do plasma seminal em 
associação à atividade mitocondrial dos espermatozoides), estudo 2 (análise 
proteômica do plasma seminal em associação à integridade do acrossoma dos 
espermatozoides), estudo 3 (análise proteômica do plasma seminal em associação 
à fragmentação do DNA dos espermatozoides) e estudo 4 (análise proteômica do 
plasma seminal em associação ao nível seminal de peroxidação lipídica). C – grupo 
controle; A – grupo alterado.  
Amostra Média (µg/mL) 
Volume 
utilizado 
(50 µg de 
proteínas) 
 Amostra Média (µg/mL) 
Volume 
utilizado 
(50 µg de 
proteínas) 
Estudo 1 - 
C1 25620,45 1,9  
Estudo 3 - 
C1 28016,89 1,8 
Estudo 1 - 
C2 24359,33 2,0  
Estudo 3 - 
C2 28568,33 1,7 
Estudo 1 - 
C3 27588,19 1,8  
Estudo 3 - 
C3 27538,51 1,8 
Estudo 1 - 
C4 27614,84 1,8  
Estudo 3 - 
C4 25620,16 1,9 
Estudo 1 - 
A1 27212,82 1,8  
Estudo 3 - 
A1 34013,97 1,5 
Estudo 1 - 
A2 26265,35 1,9  
Estudo 3 - 
A2 26165,59 1,9 
Estudo 1 - 
A3 30160,99 1,7  
Estudo 3 - 
A3 31027,3 1,6 
Estudo 1 - 
A4 30415,29 1,6  
Estudo 3 - 
A4 28895,83 1,7 
Estudo 2 - 
C1 28997,8 1,7  
Estudo 4 - 
C1 28981,31 1,7 
Estudo 2 - 
C2 26190,7 1,9  
Estudo 4 - 
C2 28868,02 1,7 
Estudo 2 - 
C3 25495,49 2,0  
Estudo 4 - 
C3 31417,49 1,6 
Estudo 2 - 
C4 25497,39 2,0  
Estudo 4 - 
C4 26421,92 1,9 
Estudo 2 - 
A1 28973,02 1,7  
Estudo 4 - 
A1 44822,81 1,1 
Estudo 2 - 
A2 28089,79 1,8  
Estudo 4 - 
A2 41732,73 1,2 
Estudo 2 - 
A3 27237,68 1,8  
Estudo 4 - 
A3 37066,46 1,3 
Estudo 2 - 
A4 25671,94 1,9  
Estudo 4 - 






Anexo III: Dados da análise proteômica em associação à atividade mitocondrial 
dos espermatozoides (estudo 1).  
 
Tabela Suplementar 3. Proteínas conservadas (com expressão estatisticamente igual) entre os 
grupos controle (alta atividade mitocondrial dos espermatozoides) e alterado (baixa atividade 
mitocondrial dos espermatozoides) do estudo 1.  
UniProt 
AC Nome da Proteína 
 
UniProt 
AC Nome da Proteína 
B9A064 Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 
 
P35052 Glypican-1 
O00194 Ras-related protein Rab-27B 
 
P35443 Thrombospondin-4 
O00253 Agouti-related protein 
 
P35579 Myosin-9 
O00299 Chloride intracellular channel protein 1 
 
P36873 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit 
O00339 Matrilin-2 
 
P38606 V-type proton ATPase catalytic subunit A 
O00391 Sulfhydryl oxidase 1 
 
P39900 Macrophage metalloelastase 
O00423 Echinoderm microtubule-associated protein-like 1 
 
P40189 Interleukin-6 receptor subunit beta 
O00462 Beta-mannosidase 
 
P40925 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 
O00468 Agrin 
 
P41222 Prostaglandin-H2 D-isomerase 
O00469 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 
 
P42702 Leukemia inhibitory factor receptor 
O00560 Syntenin-1 
 
P42785 Lysosomal Pro-X carboxypeptidase 
O00764 Pyridoxal kinase 
 
P43251 Biotinidase 
O14672 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10 
 
P43652 Afamin 
O14773 Tripeptidyl-peptidase 1 
 
P45877 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C 
O14786 Neuropilin-1 
 
P46940 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 
O14818 Proteasome subunit alpha type-7 
 
P48637 Glutathione synthetase 
O15230 Laminin subunit alpha-5 
 
P48745 Protein NOV homolog 
O15393 Transmembrane protease serine 2 
 
P49221 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 4 
O43278 Kunitz-type protease inhibitor 1 
 
P49327 Fatty acid synthase 
O43291 Kunitz-type protease inhibitor 2 
 
P49773 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 
O43451 Maltase-glucoamylase, intestinal 
 
P49788 Retinoic acid receptor responder protein 1 
O43581 Synaptotagmin-7 
 
P49913 Cathelicidin antimicrobial peptide 
O43653 Prostate stem cell antigen 
 
P50395 Rab GDP dissociation inhibitor beta 
O43657 Tetraspanin-6 
 
P50991 T-complex protein 1 subunit delta 
O43692 Peptidase inhibitor 15 
 
P50995 Annexin A11 
O43707 Alpha-actinin-4 
 
P51149 Ras-related protein Rab-7a 
O60513 Beta-1,4-galactosyltransferase 4 
 
P51159 Ras-related protein Rab-27A 
O60568 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3 
 
P51854 Transketolase-like protein 1 






...continuação da tabela suplementar 3. 
O75110 Probable phospholipid-transporting ATPase IIA 
 
P52565 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 
O75503 Ceroid-lipofuscinosis neuronal protein 5 
 
P52788 Spermine synthase 
O75610 Left-right determination factor 1 
 
P52907 F-actin-capping protein subunit alpha-1 
O75787 Renin receptor 
 
P53396 ATP-citrate synthase 
O94760 N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 
 
P53801 Pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein 
O94813 Slit homolog 2 protein 
 
P54107 Cysteine-rich secretory protein 1 
O94985 Calsyntenin-1 
 
P54289 Voltage-dependent calcium channel 
subunit alpha-2/delta-1 
O95716 Ras-related protein Rab-3D 
 
P54578 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain 
 
P54802 Alpha-N-acetylglucosaminidase 
P00352 Retinal dehydrogenase 1 
 
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 
P00450 Ceruloplasmin 
 




P55259 Pancreatic secretory granule 
membrane major glycoprotein GP2 
P00739 Haptoglobin-related protein 
 
P55268 Laminin subunit beta-2 
P00747 Plasminogen 
 
P55786 Puromycin-sensitive aminopeptidase 
P00751 Complement factor B 
 
P56851 Epididymal secretory protein E3-beta 
P00918 Carbonic anhydrase 2 
 
P58499 Protein FAM3B 
P00966 Argininosuccinate synthase 
 
P60033 CD81 antigen 
P01019 Angiotensinogen 
 
P60174 Triosephosphate isomerase 
P01024 Complement C3 
 
P60891 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1 
P01034 Cystatin-C 
 
P60900 Proteasome subunit alpha type-6 
P01036 Cystatin-S 
 
P61019 Ras-related protein Rab-2A 
P01042 Kininogen-1 
 
P61158 Actin-related protein 3 
P01130 Low-density lipoprotein receptor 
 
P61626 Lysozyme C 
P01591 Immunoglobulin J chain 
 
P61769 Beta-2-microglobulin 
P01765 Ig heavy chain V-III region TIL 
 
P61916 Epididymal secretory protein E1 
P01777 Ig heavy chain V-III region TEI 
 
P62158 Calmodulin 
P01834 Ig kappa chain C region 
 
P62258 14-3-3 protein epsilon 
P01857 Ig gamma-1 chain C region 
 
P62987 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 
P01859 Ig gamma-2 chain C region 
 
P63104 14-3-3 protein zeta/delta 
P01860 Ig gamma-3 chain C region 
 
P68036 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3 
P01876 Ig alpha-1 chain C region 
 
P80188 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 
P02743 Serum amyloid P-component 
 
P80723 Brain acid soluble protein 1 
P02749 Beta-2-glycoprotein 1 
 
P84077 ADP-ribosylation factor 1 
P02750 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 
 
Q00610 Clathrin heavy chain 1 
P02753 Retinol-binding protein 4 
 
Q02383 Semenogelin-2 





Q02790 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4 
P02774 Vitamin D-binding protein 
 










Q03167 Transforming growth factor beta 
receptor type 3 
P03950 Angiogenin 
 
Q04760 Lactoylglutathione lyase 
P03973 Antileukoproteinase 
 






Q08380 Galectin-3-binding protein 
P04066 Tissue alpha-L-fucosidase 
 
Q08431 Lactadherin 





Q08648 Sperm-associated antigen 11B 
P04083 Annexin A1 
 
Q12841 Follistatin-related protein 1 





Q13217 DnaJ homolog subfamily C member 3 
P04279 Semenogelin-1 
 
Q13228 Selenium-binding protein 1 
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
 
Q13332 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S 
P04792 Heat shock protein beta-1 
 
Q13421 Mesothelin 
P05067 Amyloid beta A4 protein 
 
Q13438 Protein OS-9 
P05090 Apolipoprotein D 
 
Q13449 Limbic system-associated membrane protein 
P05155 Plasma protease C1 inhibitor 
 
Q13510 Acid ceramidase 
P05387 60S acidic ribosomal protein P2 
 
Q14118 Dystroglycan 
P06280 Alpha-galactosidase A 
 
Q14393 Growth arrest-specific protein 6 
P06702 Protein S100-A9 
 
Q14508 WAP four-disulfide core domain protein 2 
P06727 Apolipoprotein A-IV 
 
Q14697 Neutral alpha-glucosidase AB 
P06733 Alpha-enolase 
 
Q15084 Protein disulfide-isomerase A6 
P06744 Glucose-6-phosphate isomerase 
 
Q15435 Protein phosphatase 1 regulatory 
subunit 7 
P06858 Lipoprotein lipase 
 
Q15828 Cystatin-M 
P06865 Beta-hexosaminidase subunit alpha 
 
Q16610 Extracellular matrix protein 1 
P07108 Acyl-CoA-binding protein 
 
Q16651 Prostasin 
P07195 L-lactate dehydrogenase B chain 
 
Q16769 Glutaminyl-peptide cyclotransferase 
P07225 Vitamin K-dependent protein S 
 
Q53GD3 Choline transporter-like protein 4 
P07339 Cathepsin D 
 
Q58FF8 Putative heat shock protein HSP 90-beta 2 
P07355 Annexin A2 
 
Q5GAN3 Probable inactive ribonuclease-like protein 13 
P07384 Calpain-1 catalytic subunit 
 
Q5KU26 Collectin-12 
P07437 Tubulin beta chain 
 
Q5T5C0 Syntaxin-binding protein 5 
P07686 Beta-hexosaminidase subunit beta 
 
Q5VTE0 Putative elongation factor 1-alpha-like 3 
P07737 Profilin-1 
 
Q66K79 Carboxypeptidase Z 
P07858 Cathepsin B 
 
Q6NT32 Carboxylesterase 5A 
P07998 Ribonuclease pancreatic 
 
Q6PCB0 von Willebrand factor A domain-
containing protein 1 
P08107 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 
 







...continuação da tabela suplementar 3. 
P08134 Rho-related GTP-binding protein RhoC 
 
Q6UX06 Olfactomedin-4 





Q6UY27 Prostate and testis expressed protein 2 
P08238 Heat shock protein HSP 90-beta 
 
Q6W4X9 Mucin-6 
P08253 72 kDa type IV collagenase 
 
Q6YHK3 CD109 antigen 
P08294 Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn] 
 
Q7L266 Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase 
P08473 Neprilysin 
 
Q7Z4W1 L-xylulose reductase 
P08758 Annexin A5 
 
Q86UD1 Out at first protein homolog 
P08962 CD63 antigen 
 
Q86X29 Lipolysis-stimulated lipoprotein 
receptor 
P09211 Glutathione S-transferase P 
 






Q8IZP9 G-protein coupled receptor 64 
P09467 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 
 
Q8N114 Protein shisa-5 
P09668 Pro-cathepsin H 
 
Q8N128 Protein FAM177A1 
P09972 Fructose-bisphosphate aldolase C 
 
Q8N1N0 C-type lectin domain family 4 member F 
P0C8F1 Prostate and testis expressed protein 4 
 
Q8N335 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like protein 
P0CG06 Ig lambda-3 chain C regions 
 
Q8N4F0 BPI fold-containing family B member 2 
P10253 Lysosomal alpha-glucosidase 
 
Q8N6Q3 CD177 antigen 
P10586 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F 
 
Q8NCW5 NAD(P)H-hydrate epimerase 
P10619 Lysosomal protective protein 
 




P11021 78 kDa glucose-regulated protein 
 
Q8NFT8 Delta and Notch-like epidermal growth factor-related receptor 
P11047 Laminin subunit gamma-1 
 
Q8NFZ8 Cell adhesion molecule 4 
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein 
 
Q8NHP8 Putative phospholipase B-like 2 
P11279 Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 
 
Q8TDL5 BPI fold-containing family B member 1 
P11717 Cation-independent mannose-6-phosphate receptor 
 
Q8WU90 Zinc finger CCCH domain-containing protein 15 
P11766 Alcohol dehydrogenase class-3 
 
Q8WUM4 Programmed cell death 6-interacting protein 
P12273 Prolactin-inducible protein 
 
Q8WVQ1 Soluble calcium-activated nucleotidase 1 
P12277 Creatine kinase B-type 
 
Q8WXA2 Prostate and testis expressed protein 1 
P12429 Annexin A3 
 
Q8WZ42 Titin 
P12821 Angiotensin-converting enzyme 
 
Q92520 Protein FAM3C 
P12830 Cadherin-1 
 
Q92598 Heat shock protein 105 kDa 
P13473 Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 
 
Q92626 Peroxidasin homolog 
P13639 Elongation factor 2 
 
Q92692 Poliovirus receptor-related protein 2 










...continuação da tabela suplementar 3. 
P13861 cAMP-dependent protein kinase type II-
alpha regulatory subunit 
 
Q93099 Homogentisate 1,2-dioxygenase 
P13987 CD59 glycoprotein 
 
Q96BQ1 Protein FAM3D 
P14174 Macrophage migration inhibitory factor 
 
Q96CN7 Isochorismatase domain-containing protein 1 
P14384 Carboxypeptidase M 
 
Q96CW6 Probable RNA polymerase II nuclear localization protein SLC7A6OS 
P14550 Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] 
 
Q96DA0 Zymogen granule protein 16 homolog B 
P14555 Phospholipase A2, membrane 
associated 
 
Q96EY5 Multivesicular body subunit 12A 
P14618 Pyruvate kinase PKM 
 
Q96JG6 Coiled-coil domain-containing protein 132 
P14778 Interleukin-1 receptor type 1 
 
Q96K76 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 47 
P15121 Aldose reductase 
 
Q96RS0 Trimethylguanosine synthase 
P15144 Aminopeptidase N 
 
Q96S96 Phosphatidylethanolamine-binding protein 4 
P15259 Phosphoglycerate mutase 2 
 
Q99497 Protein DJ-1 
P15289 Arylsulfatase A 
 
Q99519 Sialidase-1 
P15291 Beta-1,4-galactosyltransferase 1 
 
Q99523 Sortilin 





Q99698 Lysosomal-trafficking regulator 
P15586 N-acetylglucosamine-6-sulfatase 
 
Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain 
P16035 Metalloproteinase inhibitor 2 
 
Q99816 Tumor susceptibility gene 101 protein 
P16070 CD44 antigen 
 
Q99828 Calcium and integrin-binding protein 1 
P16278 Beta-galactosidase 
 
Q99988 Growth/differentiation factor 15 
P16870 Carboxypeptidase E 
 
Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain 
P17174 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 
 
Q9BS86 Zona pellucida-binding protein 1 
P17936 Insulin-like growth factor-binding protein 3 
 
Q9BUD6 Spondin-2 
P18065 Insulin-like growth factor-binding protein 2 
 
Q9BWD1 Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic 
P18827 Syndecan-1 
 
Q9BWS9 Chitinase domain-containing protein 1 
P19440 Gamma-glutamyltranspeptidase 1 
 
Q9BY14 Testis-expressed sequence 101 protein 
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 
 
Q9GZV4 Eukaryotic translation initiation factor 5A-2 
P19801 Amiloride-sensitive amine oxidase [copper-containing] 
 
Q9GZX9 Twisted gastrulation protein homolog 1 
P20142 Gastricsin 
 
Q9H0B8 Cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 1 
P20151 Kallikrein-2 
 
Q9H0E2 Toll-interacting protein 
P20849 Collagen alpha-1(IX) chain 
 
Q9H0U4 Ras-related protein Rab-1B 
P21399 Cytoplasmic aconitate hydratase 
 
Q9H173 Nucleotide exchange factor SIL1 
P21926 CD9 antigen 
 
Q9H2U9 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 
P21964 Catechol O-methyltransferase 
 




...continuação e conclusão da tabela suplementar 3. 
P22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 
 
Q9H4B8 Dipeptidase 3 
P22392 Nucleoside diphosphate kinase B 
 
Q9H4G4 Golgi-associated plant pathogenesis-
related protein 1 
P22692 Insulin-like growth factor-binding protein 4 
 
Q9HAT2 Sialate O-acetylesterase 
P22732 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 5 
 
Q9HC38 Glyoxalase domain-containing protein 4 
P22748 Carbonic anhydrase 4 
 
Q9HC84 Mucin-5B 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 
 
Q9HCN3 Transmembrane protein 8A 
P23528 Cofilin-1 
 
Q9NPF2 Carbohydrate sulfotransferase 11 
P24855 Deoxyribonuclease-1 
 
Q9NQX5 Neural proliferation differentiation and 
control protein 1 
P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein 
 
Q9NR45 Sialic acid synthase 
P25786 Proteasome subunit alpha type-1 
 
Q9NR99 Matrix-remodeling-associated protein 5 
P26572 Alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein 2-beta-N-acetylglucosaminyltransferase 
 
Q9NRW1 Ras-related protein Rab-6B 
P27487 Dipeptidyl peptidase 4 
 
Q9P2K2 Thioredoxin domain-containing protein 16 
P28799 Granulins 
 
Q9UBI6 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-12 
P28838 Cytosol aminopeptidase 
 
Q9UBX7 Kallikrein-11 
P28907 ADP-ribosyl cyclase 1 
 
Q9UHL4 Dipeptidyl peptidase 2 
P29374 AT-rich interactive domain-containing protein 4A 
 
Q9UJJ9 N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase subunit gamma 
P30041 Peroxiredoxin-6 
 
Q9ULH0 Kinase D-interacting substrate of 220 kDa 




P30046 D-dopachrome decarboxylase 
 
Q9Y3R5 Protein dopey-2 
P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 
 
Q9Y4L1 Hypoxia up-regulated protein 1 
P30101 Protein disulfide-isomerase A3 
 
Q9Y5X9 Endothelial lipase 
P30711 Glutathione S-transferase theta-1 
 
Q9Y5Z4 Heme-binding protein 2 
P31949 Protein S100-A11 
 
Q9Y624 Junctional adhesion molecule A 
P32119 Peroxiredoxin-2 
 
Q9Y646 Carboxypeptidase Q 
P34059 N-acetylgalactosamine-6-sulfatase 
 
Q9Y653 G-protein coupled receptor 56 
P34096 Ribonuclease 4 
 





Anexo IV: Dados da análise proteômica em associação à integridade do 
acrossoma dos espermatozoides (estudo 2).  
 
Tabela Suplementar 4. Proteínas conservadas (com expressão estatisticamente igual) entre os 
grupos controle (alta integridade do acrossoma dos espermatozoides) e alterado (baixa 
integridade do acrossoma dos espermatozoides) do estudo 2. 
UniProt 
AC Nome da Proteína 
 
UniProt 
AC Nome da Proteína 
O00253 Agouti-related protein 
 
P37837 Transaldolase 
O00299 Chloride intracellular channel protein 1 
 
P39060 Collagen alpha-1(XVIII) chain 
O00339 Matrilin-2 
 
P40189 Interleukin-6 receptor subunit beta 
O00423 Echinoderm microtubule-associated protein-like 1 
 
P40925 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 
O00462 Beta-mannosidase 
 
P42702 Leukemia inhibitory factor receptor 
O00468 Agrin 
 




O14494 Lipid phosphate phosphohydrolase 1 
 
P45877 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C 
O14773 Tripeptidyl-peptidase 1 
 
P46940 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 
O14786 Neuropilin-1 
 
P48637 Glutathione synthetase 
O14818 Proteasome subunit alpha type-7 
 
P48723 Heat shock 70 kDa protein 13 
O15230 Laminin subunit alpha-5 
 
P48745 Protein NOV homolog 
O15393 Transmembrane protease serine 2 
 
P49189 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase 
O43175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 
 
P49221 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 4 
O43278 Kunitz-type protease inhibitor 1 
 
P49223 Kunitz-type protease inhibitor 3 
O43286 Beta-1,4-galactosyltransferase 5 
 
P49327 Fatty acid synthase 
O43291 Kunitz-type protease inhibitor 2 
 
P49720 Proteasome subunit beta type-3 
O43653 Prostate stem cell antigen 
 
P49773 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 
O43657 Tetraspanin-6 
 
P49788 Retinoic acid receptor responder protein 1 
O43692 Peptidase inhibitor 15 
 
P49815 Tuberin 
O60281 Zinc finger protein 292 
 
P49913 Cathelicidin antimicrobial peptide 
O60568 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3 
 
P50395 Rab GDP dissociation inhibitor beta 
O60888 Protein CutA 
 
P50591 Tumor necrosis factor ligand 
superfamily member 10 
O75131 Copine-3 
 
P50991 T-complex protein 1 subunit delta 
O75368 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 
 
P50995 Annexin A11 
O75503 Ceroid-lipofuscinosis neuronal protein 5 
 
P51159 Ras-related protein Rab-27A 
O75610 Left-right determination factor 1 
 
P51888 Prolargin 
O75787 Renin receptor 
 
P51993 Alpha-(1,3)-fucosyltransferase 6 
O75874 Isocitrate dehydrogenase [NADP] 
cytoplasmic 
 
P52565 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 
O75882 Attractin 
 
P52788 Spermine synthase 
O94760 N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 
 








O95359 Transforming acidic coiled-coil-containing protein 2 
 
P53396 ATP-citrate synthase 
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain 
 
P53634 Dipeptidyl peptidase 1 
P00352 Retinal dehydrogenase 1 
 
P53801 Pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein 
P00390 Glutathione reductase, mitochondrial 
 
P54107 Cysteine-rich secretory protein 1 
P00450 Ceruloplasmin 
 
P54108 Cysteine-rich secretory protein 3 
P00491 Purine nucleoside phosphorylase 
 
P54289 Voltage-dependent calcium channel 
subunit alpha-2/delta-1 
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 
 
P54578 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 
P00734 Prothrombin 
 
P54920 Alpha-soluble NSF attachment protein 
P00739 Haptoglobin-related protein 
 
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 
P00747 Plasminogen 
 
P55259 Pancreatic secretory granule 
membrane major glycoprotein GP2 
P00918 Carbonic anhydrase 2 
 
P55268 Laminin subunit beta-2 
P00966 Argininosuccinate synthase 
 
P55786 Puromycin-sensitive aminopeptidase 
P01009 Alpha-1-antitrypsin 
 
P56851 Epididymal secretory protein E3-beta 
P01019 Angiotensinogen 
 
P58499 Protein FAM3B 
P01023 Alpha-2-macroglobulin 
 
P60033 CD81 antigen 
P01024 Complement C3 
 
P60174 Triosephosphate isomerase 
P01033 Metalloproteinase inhibitor 1 
 
P60903 Protein S100-A10 
P01034 Cystatin-C 
 
P60953 Cell division control protein 42 homolog 
P01036 Cystatin-S 
 
P61006 Ras-related protein Rab-8A 
P01037 Cystatin-SN 
 
P61019 Ras-related protein Rab-2A 
P01130 Low-density lipoprotein receptor 
 
P61626 Lysozyme C 
P01765 Ig heavy chain V-III region TIL 
 
P61769 Beta-2-microglobulin 
P01777 Ig heavy chain V-III region TEI 
 
P61916 Epididymal secretory protein E1 
P01833 Polymeric immunoglobulin receptor 
 
P62158 Calmodulin 
P01834 Ig kappa chain C region 
 
P62258 14-3-3 protein epsilon 
P01857 Ig gamma-1 chain C region 
 
P62805 Histone H4 
P01859 Ig gamma-2 chain C region 
 
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 
P01860 Ig gamma-3 chain C region 
 
P62987 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 
P01861 Ig gamma-4 chain C region 
 
P63104 14-3-3 protein zeta/delta 
P02647 Apolipoprotein A-I 
 
P68036 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3 
P02749 Beta-2-glycoprotein 1 
 
P68402 Platelet-activating factor 
acetylhydrolase IB subunit beta 





P80723 Brain acid soluble protein 1 
P02766 Transthyretin 
 
P84077 ADP-ribosylation factor 1 













...continuação da tabela suplementar 4. 
P03950 Angiogenin 
 
Q01518 Adenylyl cyclase-associated protein 1 
P03973 Antileukoproteinase 
 






Q02790 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4 
P04066 Tissue alpha-L-fucosidase 
 
Q02809 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 





Q04609 Glutamate carboxypeptidase 2 
P04206 Ig kappa chain V-III region GOL 
 







P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
 
Q075Z2 Binder of sperm protein homolog 1 
P04792 Heat shock protein beta-1 
 
Q07654 Trefoil factor 3 
P05067 Amyloid beta A4 protein 
 
Q08380 Galectin-3-binding protein 
P05154 Plasma serine protease inhibitor 
 
Q08431 Lactadherin 
P06280 Alpha-galactosidase A 
 
Q08629 Testican-1 






P06727 Apolipoprotein A-IV 
 
Q12841 Follistatin-related protein 1 
P06733 Alpha-enolase 
 
Q13093 Platelet-activating factor 
acetylhydrolase 
P06744 Glucose-6-phosphate isomerase 
 
Q13162 Peroxiredoxin-4 
P06858 Lipoprotein lipase 
 
Q13217 DnaJ homolog subfamily C member 3 
P06865 Beta-hexosaminidase subunit alpha 
 
Q13228 Selenium-binding protein 1 
P07108 Acyl-CoA-binding protein 
 
Q13332 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S 
P07195 L-lactate dehydrogenase B chain 
 
Q13438 Protein OS-9 
P07205 Phosphoglycerate kinase 2 
 
Q13449 Limbic system-associated membrane protein 
P07225 Vitamin K-dependent protein S 
 
Q13510 Acid ceramidase 
P07237 Protein disulfide-isomerase 
 
Q14118 Dystroglycan 
P07339 Cathepsin D 
 
Q14393 Growth arrest-specific protein 6 
P07355 Annexin A2 
 
Q14507 Epididymal secretory protein E3-alpha 
P07602 Prosaposin 
 
Q14508 WAP four-disulfide core domain protein 2 
P07686 Beta-hexosaminidase subunit beta 
 
Q14515 SPARC-like protein 1 
P07711 Cathepsin L1 
 
Q14697 Neutral alpha-glucosidase AB 
P07737 Profilin-1 
 
Q15084 Protein disulfide-isomerase A6 
P07858 Cathepsin B 
 
Q16610 Extracellular matrix protein 1 
P07864 L-lactate dehydrogenase C chain 
 
Q16651 Prostasin 
P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha 
 
Q16769 Glutaminyl-peptide cyclotransferase 
P07998 Ribonuclease pancreatic 
 
Q53GD3 Choline transporter-like protein 4 
P08107 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 
 
Q53H76 Phospholipase A1 member A 
P08118 Beta-microseminoprotein 
 
Q58FF8 Putative heat shock protein HSP 90-beta 2 






...continuação da tabela suplementar 4. 
P08195 4F2 cell-surface antigen heavy chain 
 
Q5SNT6 WASH complex subunit FAM21B 
P08236 Beta-glucuronidase 
 
Q5VTE0 Putative elongation factor 1-alpha-like 3 
P08238 Heat shock protein HSP 90-beta 
 
Q66K79 Carboxypeptidase Z 
P08294 Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn] 
 
Q687X5 Metalloreductase STEAP4 
P08571 Monocyte differentiation antigen CD14 
 
Q6BCY4 NADH-cytochrome b5 reductase 2 
P08697 Alpha-2-antiplasmin 
 
Q6NT32 Carboxylesterase 5A 
P08758 Annexin A5 
 
Q6PCB0 von Willebrand factor A domain-
containing protein 1 








Q6UY27 Prostate and testis expressed protein 2 
P09467 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 
 
Q6W4X9 Mucin-6 
P09972 Fructose-bisphosphate aldolase C 
 
Q6YHK3 CD109 antigen 
P0C8F1 Prostate and testis expressed protein 4 
 
Q7L266 Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase 
P0CG06 Ig lambda-3 chain C regions 
 
Q7Z4W1 L-xylulose reductase 
P10253 Lysosomal alpha-glucosidase 
 
Q86UD1 Out at first protein homolog 
P10586 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F 
 




Q8IVN8 Somatomedin-B and thrombospondin type-1 domain-containing protein 
P10909 Clusterin 
 
Q8IYJ3 Synaptotagmin-like protein 1 
P11021 78 kDa glucose-regulated protein 
 
Q8IZ41 Ras and EF-hand domain-containing protein 
P11047 Laminin subunit gamma-1 
 
Q8IZJ3 
C3 and PZP-like alpha-2-
macroglobulin domain-containing 
protein 8 
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein 
 
Q8IZP9 G-protein coupled receptor 64 
P11717 Cation-independent mannose-6-phosphate receptor 
 
Q8N114 Protein shisa-5 
P11766 Alcohol dehydrogenase class-3 
 
Q8N4F0 BPI fold-containing family B member 2 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain 
 
Q8NCW5 NAD(P)H-hydrate epimerase 
P12273 Prolactin-inducible protein 
 
Q8NF91 Nesprin-1 
P12277 Creatine kinase B-type 
 
Q8NFT2 Metalloreductase STEAP2 
P12814 Alpha-actinin-1 
 
Q8NFZ8 Cell adhesion molecule 4 
P12821 Angiotensin-converting enzyme 
 
Q8NHP8 Putative phospholipase B-like 2 
P12830 Cadherin-1 
 
Q8TDL5 BPI fold-containing family B member 1 
P13639 Elongation factor 2 
 
Q8WVQ1 Soluble calcium-activated nucleotidase 1 
P13686 Tartrate-resistant acid phosphatase type 5 
 
Q8WXA2 Prostate and testis expressed protein 1 
P13716 Delta-aminolevulinic acid dehydratase 
 
Q8WZ42 Titin 
P13861 cAMP-dependent protein kinase type II-
alpha regulatory subunit 
 
Q92484 Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3a 
P13987 CD59 glycoprotein 
 
Q92485 Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3b 
P14174 Macrophage migration inhibitory factor 
 
Q92598 Heat shock protein 105 kDa 
P14209 CD99 antigen 
 




...continuação da tabela suplementar 4. 
P14384 Carboxypeptidase M 
 
Q92692 Poliovirus receptor-related protein 2 






Q92896 Golgi apparatus protein 1 
P15121 Aldose reductase 
 
Q96A08 Histone H2B type 1-A 
P15144 Aminopeptidase N 
 
Q96BH3 Epididymal sperm-binding protein 1 
P15259 Phosphoglycerate mutase 2 
 
Q96BQ1 Protein FAM3D 
P15289 Arylsulfatase A 
 
Q96CN7 Isochorismatase domain-containing protein 1 
P15291 Beta-1,4-galactosyltransferase 1 
 
Q96DA0 Zymogen granule protein 16 homolog B 
P15309 Prostatic acid phosphatase 
 
Q96GW7 Brevican core protein 
P15311 Ezrin 
 
Q96JG6 Coiled-coil domain-containing protein 132 
P15586 N-acetylglucosamine-6-sulfatase 
 




Q96LR9 Apolipoprotein L domain-containing protein 1 
P16035 Metalloproteinase inhibitor 2 
 
Q96S96 Phosphatidylethanolamine-binding protein 4 
P16070 CD44 antigen 
 




P16870 Carboxypeptidase E 
 
Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain 
P17174 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 
 
Q99816 Tumor susceptibility gene 101 protein 
P17405 Sphingomyelin phosphodiesterase 
 




P17936 Insulin-like growth factor-binding protein 3 
 
Q99988 Growth/differentiation factor 15 
P18065 Insulin-like growth factor-binding protein 2 
 




P19440 Gamma-glutamyltranspeptidase 1 
 
Q9BWD1 Acetyl-CoA acetyltransferase, 
cytosolic 
P19801 Amiloride-sensitive amine oxidase [copper-containing] 
 
Q9BWS9 Chitinase domain-containing protein 1 
P19835 Bile salt-activated lipase 
 
Q9BY14 Testis-expressed sequence 101 protein 
P20062 Transcobalamin-2 
 
Q9BZQ8 Protein Niban 
P20073 Annexin A7 
 
Q9GZV4 Eukaryotic translation initiation factor 5A-2 
P20142 Gastricsin 
 
Q9H0B8 Cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 1 
P20151 Kallikrein-2 
 
Q9H0U4 Ras-related protein Rab-1B 
P20336 Ras-related protein Rab-3A 
 
Q9H0W9 Ester hydrolase C11orf54 
P20827 Ephrin-A1 
 
Q9H173 Nucleotide exchange factor SIL1 
P21399 Cytoplasmic aconitate hydratase 
 
Q9H1M3 Beta-defensin 129 
P21810 Biglycan 
 
Q9H239 Matrix metalloproteinase-28 
P21926 CD9 antigen 
 
Q9H2U9 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 
P22304 Iduronate 2-sulfatase 
 




...continuação e conclusão da tabela suplementar 4. 
P22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 
 
Q9H3G5 Probable serine carboxypeptidase CPVL 
P22392 Nucleoside diphosphate kinase B 
 
Q9H3S3 Transmembrane protease serine 5 
P22692 Insulin-like growth factor-binding protein 4 
 
Q9H4G4 Golgi-associated plant pathogenesis-
related protein 1 
P22732 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 5 
 
Q9HAT2 Sialate O-acetylesterase 
P22748 Carbonic anhydrase 4 
 
Q9HB40 Retinoid-inducible serine 
carboxypeptidase 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 
 
Q9HC84 Mucin-5B 
P23381 Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic 
 
Q9NPF2 Carbohydrate sulfotransferase 11 
P23528 Cofilin-1 
 
Q9NQ79 Cartilage acidic protein 1 
P24593 Insulin-like growth factor-binding protein 5 
 
Q9NQX5 Neural proliferation differentiation and 
control protein 1 
P24855 Deoxyribonuclease-1 
 
Q9NR45 Sialic acid synthase 
P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein 
 
Q9NR99 Matrix-remodeling-associated protein 5 
P25787 Proteasome subunit alpha type-2 
 
Q9NRW1 Ras-related protein Rab-6B 
P26572 Alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein 2-beta-N-acetylglucosaminyltransferase 
 
Q9P2K2 Thioredoxin domain-containing protein 16 
P28066 Proteasome subunit alpha type-5 
 
Q9UBX1 Cathepsin F 
P28907 ADP-ribosyl cyclase 1 
 
Q9UBX7 Kallikrein-11 
P29374 AT-rich interactive domain-containing protein 4A 
 
Q9UHC6 Contactin-associated protein-like 2 
P30041 Peroxiredoxin-6 
 
Q9UHI8 A disintegrin and metalloproteinase 
with thrombospondin motifs 1 
P30044 Peroxiredoxin-5, mitochondrial 
 
Q9UHL4 Dipeptidyl peptidase 2 
P30046 D-dopachrome decarboxylase 
 
Q9UL36 Zinc finger protein 236 
P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 
 
Q9ULH0 Kinase D-interacting substrate of 220 kDa 
P30101 Protein disulfide-isomerase A3 
 
Q9UNW1 Multiple inositol polyphosphate phosphatase 1 






Q9Y3R5 Protein dopey-2 
P31949 Protein S100-A11 
 
Q9Y4L1 Hypoxia up-regulated protein 1 
P32119 Peroxiredoxin-2 
 
Q9Y5X9 Endothelial lipase 
P34096 Ribonuclease 4 
 
Q9Y5Z4 Heme-binding protein 2 
P35052 Glypican-1 
 
Q9Y624 Junctional adhesion molecule A 
P35443 Thrombospondin-4 
 
Q9Y653 G-protein coupled receptor 56 
P35579 Myosin-9 
 
Q9Y6R7 IgGFc-binding protein 
P35998 26S protease regulatory subunit 7 






Anexo V: Dados da análise proteômica em associação à fragmentação do DNA 
dos espermatozoides (estudo 3).  
 
Tabela Suplementar 5. Proteínas conservadas (com expressão estatisticamente igual) entre os 
grupos controle (baixa fragmentação do DNA dos espermatozoides) e alterado (alta fragmentação 
do DNA dos espermatozoides) do estudo 3. 
UniProt 
AC Nome da Proteína 
 
UniProt 
AC Nome da Proteína 
B9A064 Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 
 
P30101 Protein disulfide-isomerase A3 
O00194 Ras-related protein Rab-27B 
 
P30711 Glutathione S-transferase theta-1 
O00253 Agouti-related protein 
 
P31025 Lipocalin-1 
O00299 Chloride intracellular channel protein 1 
 









P39060 Collagen alpha-1(XVIII) chain 
O00468 Agrin 
 
P42702 Leukemia inhibitory factor receptor 
O00560 Syntenin-1 
 
P42785 Lysosomal Pro-X carboxypeptidase 
O00584 Ribonuclease T2 
 
P45877 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C 
O14494 Lipid phosphate phosphohydrolase 1 
 
P48637 Glutathione synthetase 
O14773 Tripeptidyl-peptidase 1 
 
P48723 Heat shock 70 kDa protein 13 
O14818 Proteasome subunit alpha type-7 
 
P48745 Protein NOV homolog 
O15393 Transmembrane protease serine 2 
 
P49223 Kunitz-type protease inhibitor 3 
O43175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 
 
P49773 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 
O43278 Kunitz-type protease inhibitor 1 
 
P49815 Tuberin 
O43286 Beta-1,4-galactosyltransferase 5 
 
P49913 Cathelicidin antimicrobial peptide 
O43291 Kunitz-type protease inhibitor 2 
 
P50395 Rab GDP dissociation inhibitor beta 
O43451 Maltase-glucoamylase, intestinal 
 
P50995 Annexin A11 
O43657 Tetraspanin-6 
 
P51159 Ras-related protein Rab-27A 
O43692 Peptidase inhibitor 15 
 
P51993 Alpha-(1,3)-fucosyltransferase 6 
O43854 EGF-like repeat and discoidin I-like domain-containing protein 3 
 
P52565 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 
O60568 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3 
 
P52788 Spermine synthase 
O60635 Tetraspanin-1 
 
P52907 F-actin-capping protein subunit alpha-1 
O60888 Protein CutA 
 
P53396 ATP-citrate synthase 
O75131 Copine-3 
 
P53634 Dipeptidyl peptidase 1 
O75503 Ceroid-lipofuscinosis neuronal protein 5 
 
P54108 Cysteine-rich secretory protein 3 
O75610 Left-right determination factor 1 
 
P54289 Voltage-dependent calcium channel 
subunit alpha-2/delta-1 
O75629 Protein CREG1 
 
P55259 Pancreatic secretory granule 
membrane major glycoprotein GP2 
O75787 Renin receptor 
 
P55268 Laminin subunit beta-2 
O75882 Attractin 
 
P55786 Puromycin-sensitive aminopeptidase 
O94985 Calsyntenin-1 
 




...continuação da tabela suplementar 5. 
O95359 Transforming acidic coiled-coil-containing protein 2 
 
P58499 Protein FAM3B 
P00352 Retinal dehydrogenase 1 
 
P60033 CD81 antigen 
P00390 Glutathione reductase, mitochondrial 
 
P60891 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1 
P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 
 
P60900 Proteasome subunit alpha type-6 
P00450 Ceruloplasmin 
 
P60953 Cell division control protein 42 homolog 
P00491 Purine nucleoside phosphorylase 
 
P61019 Ras-related protein Rab-2A 
P00739 Haptoglobin-related protein 
 
P61158 Actin-related protein 3 
P00751 Complement factor B 
 
P61626 Lysozyme C 





P61916 Epididymal secretory protein E1 





P62258 14-3-3 protein epsilon 
P01036 Cystatin-S 
 
P62805 Histone H4 
P01037 Cystatin-SN 
 
P63104 14-3-3 protein zeta/delta 
P01591 Immunoglobulin J chain 
 
P68036 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3 
P01714 Ig lambda chain V-III region SH 
 
P80188 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 
P01765 Ig heavy chain V-III region TIL 
 
P80303 Nucleobindin-2 
P01777 Ig heavy chain V-III region TEI 
 
P84077 ADP-ribosylation factor 1 
P01833 Polymeric immunoglobulin receptor 
 
Q00610 Clathrin heavy chain 1 
P01834 Ig kappa chain C region 
 
Q00796 Sorbitol dehydrogenase 
P01857 Ig gamma-1 chain C region 
 
Q01459 Di-N-acetylchitobiase 
P01860 Ig gamma-3 chain C region 
 
Q01638 Interleukin-1 receptor-like 1 
P01861 Ig gamma-4 chain C region 
 
Q02790 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4 
P01876 Ig alpha-1 chain C region 
 
Q02809 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 
P02743 Serum amyloid P-component 
 
Q02818 Nucleobindin-1 
P02749 Beta-2-glycoprotein 1 
 
Q03167 Transforming growth factor beta 
receptor type 3 
P02750 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 
 
Q04760 Lactoylglutathione lyase 
P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 
 
Q075Z2 Binder of sperm protein homolog 1 
P02766 Transthyretin 
 
Q08380 Galectin-3-binding protein 























Q13438 Protein OS-9 
P04066 Tissue alpha-L-fucosidase 
 
Q13449 Limbic system-associated membrane protein 
P04080 Cystatin-B 
 
Q13510 Acid ceramidase 
P04206 Ig kappa chain V-III region GOL 
 




...continuação da tabela suplementar 5. 
P04217 Alpha-1B-glycoprotein 
 
Q14697 Neutral alpha-glucosidase AB 
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
 
Q15084 Protein disulfide-isomerase A6 
P05067 Amyloid beta A4 protein 
 
Q15435 Protein phosphatase 1 regulatory 
subunit 7 
P05090 Apolipoprotein D 
 
Q15828 Cystatin-M 
P05154 Plasma serine protease inhibitor 
 
Q16610 Extracellular matrix protein 1 
P05155 Plasma protease C1 inhibitor 
 
Q16651 Prostasin 
P06280 Alpha-galactosidase A 
 
Q16769 Glutaminyl-peptide cyclotransferase 






Q1ED39 Lysine-rich nucleolar protein 1 
P06865 Beta-hexosaminidase subunit alpha 
 
Q53H76 Phospholipase A1 member A 
P07205 Phosphoglycerate kinase 2 
 
Q58FF8 Putative heat shock protein HSP 90-beta 2 
P07225 Vitamin K-dependent protein S 
 
Q5GAN3 Probable inactive ribonuclease-like protein 13 
P07237 Protein disulfide-isomerase 
 
Q5SNT6 WASH complex subunit FAM21B 
P07339 Cathepsin D 
 
Q5T5C0 Syntaxin-binding protein 5 
P07437 Tubulin beta chain 
 
Q66K79 Carboxypeptidase Z 
P07602 Prosaposin 
 
Q6BCY4 NADH-cytochrome b5 reductase 2 
P07711 Cathepsin L1 
 




P07858 Cathepsin B 
 
Q6UY27 Prostate and testis expressed protein 2 
P07864 L-lactate dehydrogenase C chain 
 
Q6YHK3 CD109 antigen 
P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha 
 
Q7Z304 MAM domain-containing protein 2 
P07998 Ribonuclease pancreatic 
 
Q7Z4W1 L-xylulose reductase 
P08107 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 
 
Q86UD1 Out at first protein homolog 
P08134 Rho-related GTP-binding protein RhoC 
 
Q86X29 Lipolysis-stimulated lipoprotein 
receptor 
P08195 4F2 cell-surface antigen heavy chain 
 




C3 and PZP-like alpha-2-
macroglobulin domain-containing 
protein 8 
P08238 Heat shock protein HSP 90-beta 
 
Q8N114 Protein shisa-5 
P08294 Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn] 
 
Q8N335 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like protein 
P08571 Monocyte differentiation antigen CD14 
 
Q8N3S3 Putative homeodomain transcription factor 2 
P08697 Alpha-2-antiplasmin 
 
Q8N4F0 BPI fold-containing family B member 2 
P09211 Glutathione S-transferase P 
 
Q8NEB7 Acrosin-binding protein 
P09228 Cystatin-SA 
 
Q8NFZ8 Cell adhesion molecule 4 
P09525 Annexin A4 
 
Q8NHP8 Putative phospholipase B-like 2 
P0C0L5 Complement C4-B 
 
Q8WU90 Zinc finger CCCH domain-containing protein 15 
P0C8F1 Prostate and testis expressed protein 4 
 
Q8WVQ1 Soluble calcium-activated nucleotidase 1 
P0CG06 Ig lambda-3 chain C regions 
 




...continuação da tabela suplementar 5. 
P10253 Lysosomal alpha-glucosidase 
 
Q92484 Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3a 
P10323 Acrosin 
 
Q92598 Heat shock protein 105 kDa 
P10586 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F 
 
Q92692 Poliovirus receptor-related protein 2 
P10619 Lysosomal protective protein 
 




P11021 78 kDa glucose-regulated protein 
 
Q93091 Ribonuclease K6 
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein 
 
Q96BH3 Epididymal sperm-binding protein 1 
P11717 Cation-independent mannose-6-phosphate receptor 
 
Q96BQ1 Protein FAM3D 
P11766 Alcohol dehydrogenase class-3 
 
Q96DA0 Zymogen granule protein 16 homolog B 
P12273 Prolactin-inducible protein 
 
Q96GW7 Brevican core protein 
P12830 Cadherin-1 
 
Q96JG6 Coiled-coil domain-containing protein 132 
P13473 Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 
 
Q96K76 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 47 
P13716 Delta-aminolevulinic acid dehydratase 
 
Q96KP4 Cytosolic non-specific dipeptidase 
P13796 Plastin-2 
 
Q96LR9 Apolipoprotein L domain-containing protein 1 
P13861 cAMP-dependent protein kinase type II-
alpha regulatory subunit 
 
Q96RS0 Trimethylguanosine synthase 
P13987 CD59 glycoprotein 
 
Q96S96 Phosphatidylethanolamine-binding protein 4 
P14174 Macrophage migration inhibitory factor 
 
Q99497 Protein DJ-1 
P14384 Carboxypeptidase M 
 
Q99519 Sialidase-1 
P14555 Phospholipase A2, membrane 
associated 
 
Q99816 Tumor susceptibility gene 101 protein 
P14625 Endoplasmin 
 
Q99878 Histone H2A type 1-J 
P15121 Aldose reductase 
 
Q99880 Histone H2B type 1-L 
P15259 Phosphoglycerate mutase 2 
 
Q99988 Growth/differentiation factor 15 
P15291 Beta-1,4-galactosyltransferase 1 
 
Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain 
P16035 Metalloproteinase inhibitor 2 
 
Q9BS26 Endoplasmic reticulum resident protein 44 
P16278 Beta-galactosidase 
 
Q9BTY2 Plasma alpha-L-fucosidase 
P17174 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 
 
Q9BUD6 Spondin-2 
P17405 Sphingomyelin phosphodiesterase 
 
Q9BWD1 Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic 
P17900 Ganglioside GM2 activator 
 
Q9BWS9 Chitinase domain-containing protein 1 
P17931 Galectin-3 
 
Q9GZN4 Brain-specific serine protease 4 
P18065 Insulin-like growth factor-binding protein 2 
 
Q9GZV4 Eukaryotic translation initiation factor 5A-2 
P18827 Syndecan-1 
 
Q9H173 Nucleotide exchange factor SIL1 
P19021 Peptidyl-glycine alpha-amidating 
monooxygenase 
 
Q9H239 Matrix metalloproteinase-28 
P19440 Gamma-glutamyltranspeptidase 1 
 
Q9H3G5 Probable serine carboxypeptidase CPVL 
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 
 
Q9H4B8 Dipeptidase 3 
P19801 Amiloride-sensitive amine oxidase [copper-containing] 
 
Q9H4G4 Golgi-associated plant pathogenesis-




...continuação e conclusão da tabela suplementar 5. 
P20062 Transcobalamin-2 
 
Q9HB40 Retinoid-inducible serine 
carboxypeptidase 
P20336 Ras-related protein Rab-3A 
 
Q9HC38 Glyoxalase domain-containing protein 4 





Q9HCN3 Transmembrane protein 8A 
P21246 Pleiotrophin 
 
Q9NPF2 Carbohydrate sulfotransferase 11 
P21810 Biglycan 
 
Q9NQ79 Cartilage acidic protein 1 
P21926 CD9 antigen 
 
Q9NQX5 Neural proliferation differentiation and 
control protein 1 
P22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 
 
Q9NR99 Matrix-remodeling-associated protein 5 
P22392 Nucleoside diphosphate kinase B 
 
Q9NRW1 Ras-related protein Rab-6B 
P22692 Insulin-like growth factor-binding protein 4 
 
Q9P2K2 Thioredoxin domain-containing protein 16 
P22732 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 5 
 
Q9UBI6 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-12 
P22748 Carbonic anhydrase 4 
 
Q9UBR2 Cathepsin Z 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 
 
Q9UBX1 Cathepsin F 





Q9UHC6 Contactin-associated protein-like 2 
P24593 Insulin-like growth factor-binding protein 5 
 
Q9UHL4 Dipeptidyl peptidase 2 
P25786 Proteasome subunit alpha type-1 
 
Q9UJJ9 N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase subuunit gamma 
P25787 Proteasome subunit alpha type-2 
 
Q9ULH0 Kinase D-interacting substrate of 220 kDa 
P28799 Granulins 
 
Q9UNW1 Multiple inositol polyphosphate phosphatase 1 
P28838 Cytosol aminopeptidase 
 
Q9Y4L1 Hypoxia up-regulated protein 1 
P28907 ADP-ribosyl cyclase 1 
 
Q9Y646 Carboxypeptidase Q 
P29374 AT-rich interactive domain-containing protein 4A 
 
Q9Y653 G-protein coupled receptor 56 
P30041 Peroxiredoxin-6 
 





Anexo VI: Dados da análise proteômica em associação ao nível de peroxidação 
lipídica do plasma seminal (estudo 4).  
 
Tabela Suplementar 6. Proteínas conservadas (com expressão estatisticamente igual) entre os 
grupos controle (baixo nível seminal de peroxidação lipídica) e alterado (alto nível seminal de 
peroxidação lipídica) do estudo 4. 
UniProt 
AC Nome da Proteína 
 
UniProt 
AC Nome da Proteína 
B3GLJ2 Prostate and testis expressed protein 3 
 
P35052 Glypican-1 






O00194 Ras-related protein Rab-27B 
 
P35625 Metalloproteinase inhibitor 3 
O00253 Agouti-related protein 
 
P36871 Phosphoglucomutase-1 
O00299 Chloride intracellular channel protein 1 
 
P36873 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit 
O00339 Matrilin-2 
 
P36955 Pigment epithelium-derived factor 
O00391 Sulfhydryl oxidase 1 
 
P38571 Lysosomal acid lipase/cholesteryl ester hydrolase 
O00462 Beta-mannosidase 
 
P39060 Collagen alpha-1(XVIII) chain 
O00468 Agrin 
 
P40189 Interleukin-6 receptor subunit beta 
O00469 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenaxygenase 2 
 
P40925 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 
O00560 Syntenin-1 
 
P41222 Prostaglandin-H2 D-isomerase 
O00584 Ribonuclease T2 
 
P41271 Neuroblastoma suppressor of tumorigenicity 1 
O00754 Lysosomal alpha-mannosidase 
 
P42702 Leukemia inhibitory factor receptor 
O14494 Lipid phosphate phosphohydrolase 1 
 
P42785 Lysosomal Pro-X carboxypeptidase 
O14578 Citron Rho-interacting kinase 
 




O14672 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10 
 
P43490 Nicotinamide phosphoribosyltransferase 





P45877 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C 
O14818 Proteasome subunit alpha type-7 
 
P46940 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 
O15230 Laminin subunit alpha-5 
 
P47755 F-actin-capping protein subunit alpha-2 
O15393 Transmembrane protease serine 2 
 
P47895 Aldehyde dehydrogenase family 1 
member A3 
O43175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 
 
P48307 Tissue factor pathway inhibitor 2 
O43278 Kunitz-type protease inhibitor 1 
 
P48637 Glutathione synthetase 
O43286 Beta-1,4-galactosyltransferase 5 
 
P48643 T-complex protein 1 subunit epsilon 
O43291 Kunitz-type protease inhibitor 2 
 
P48723 Heat shock 70 kDa protein 13 
O43451 Maltase-glucoamylase, intestinal 
 
P48745 Protein NOV homolog 
O43493 Trans-Golgi network integral membrane protein 2 
 




P49221 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 4 
O43581 Synaptotagmin-7 
 




...continuação da tabela suplementar 6. 
O43653 Prostate stem cell antigen 
 
P49327 Fatty acid synthase 
O43657 Tetraspanin-6 
 
P49419 Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase 
O43707 Alpha-actinin-4 
 
P49720 Proteasome subunit beta type-3 
O43854 EGF-like repeat and discoidin I-like domain-containing protein 3 
 
P49721 Proteasome subunit beta type-2 
O60513 Beta-1,4-galactosyltransferase 4 
 
P49763 Placenta growth factor 
O60568 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3 
 
P49788 Retinoic acid receptor responder protein 1 
O60701 UDP-glucose 6-dehydrogenase 
 
P49908 Selenoprotein P 
O75223 Gamma-glutamylcyclotransferase 
 
P49913 Cathelicidin antimicrobial peptide 
O75340 Programmed cell death protein 6 
 
P50395 Rab GDP dissociation inhibitor beta 
O75368 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 
 
P50895 Basal cell adhesion molecule 
O75487 Glypican-4 
 
P50897 Palmitoyl-protein thioesterase 1 
O75503 Ceroid-lipofuscinosis neuronal protein 5 
 
P50995 Annexin A11 
O75556 Mammaglobin-B 
 
P51149 Ras-related protein Rab-7a 
O75629 Protein CREG1 
 
P51159 Ras-related protein Rab-27A 
O75787 Renin receptor 
 
P51884 Lumican 
O75874 Isocitrate dehydrogenase [NADP] 
cytoplasmic 
 
P52209 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 
O75882 Attractin 
 
P52565 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 
O75923 Dysferlin 
 
P52788 Spermine synthase 
O94760 N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 
 
P52907 F-actin-capping protein subunit alpha-1 
O94766 Galactosylgalactosylxylosylprotein 3-beta-glucuronosyltransferase 3 
 
P53396 ATP-citrate synthase 
O94813 Slit homolog 2 protein 
 
P53634 Dipeptidyl peptidase 1 
O94985 Calsyntenin-1 
 
P53801 Pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein 
O95274 Ly6/PLAUR domain-containing protein 3 
 
P54108 Cysteine-rich secretory protein 3 
O95460 Matrilin-4 
 
P54652 Heat shock-related 70 kDa protein 2 
O95716 Ras-related protein Rab-3D 
 
P54802 Alpha-N-acetylglucosaminidase 
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain 
 
P55058 Phospholipid transfer protein 
P00352 Retinal dehydrogenase 1 
 
P55268 Laminin subunit beta-2 
P00390 Glutathione reductase, mitochondrial 
 
P55786 Puromycin-sensitive aminopeptidase 
P00450 Ceruloplasmin 
 
P56851 Epididymal secretory protein E3-beta 
P00491 Purine nucleoside phosphorylase 
 
P58499 Protein FAM3B 
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 
 
P59666 Neutrophil defensin 3 
P00738 Haptoglobin 
 
P60033 CD81 antigen 
P00747 Plasminogen 
 
P60174 Triosephosphate isomerase 
P00750 Tissue-type plasminogen activator 
 
P60900 Proteasome subunit alpha type-6 
P00751 Complement factor B 
 
P60953 Cell division control protein 42 homolog 
P01008 Antithrombin-III 
 
P61019 Ras-related protein Rab-2A 
P01019 Angiotensinogen 
 
P61026 Ras-related protein Rab-10 
P01023 Alpha-2-macroglobulin 
 




...continuação da tabela suplementar 6. 
P01024 Complement C3 
 
P61457 Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase 
P01033 Metalloproteinase inhibitor 1 
 






P61916 Epididymal secretory protein E1 
P01042 Kininogen-1 
 
P61970 Nuclear transport factor 2 
P01130 Low-density lipoprotein receptor 
 
P61981 14-3-3 protein gamma 
P01303 Pro-neuropeptide Y 
 
P62158 Calmodulin 
P01591 Immunoglobulin J chain 
 
P62805 Histone H4 
P01861 Ig gamma-4 chain C region 
 
P62834 Ras-related protein Rap-1A 
P01877 Ig alpha-2 chain C region 
 
P62942 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A 
P02652 Apolipoprotein A-II 
 
P62987 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 
P02743 Serum amyloid P-component 
 
P63000 Ras-related C3 botulinum toxin 
substrate 1 
P02749 Beta-2-glycoprotein 1 
 
P63104 14-3-3 protein zeta/delta 
P02750 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 
 
P63261 Actin, cytoplasmic 2 
P02751 Fibronectin 
 
P68036 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3 
P02760 Protein AMBP 
 
P68133 Actin, alpha skeletal muscle 
P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 
 
P68371 Tubulin beta-4B chain 
P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein 
 




P02774 Vitamin D-binding protein 
 
P80723 Brain acid soluble protein 1 
P02788 Lactotransferrin 
 














P04066 Tissue alpha-L-fucosidase 
 
Q01518 Adenylyl cyclase-associated protein 1 
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A 
 




P04083 Annexin A1 
 
Q02487 Desmocollin-2 
P04085 Platelet-derived growth factor subunit A 
 
Q02790 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4 
P04217 Alpha-1B-glycoprotein 
 




P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
 
Q03167 Transforming growth factor beta 
receptor type 3 
P04792 Heat shock protein beta-1 
 
Q04609 Glutamate carboxypeptidase 2 
P05060 Secretogranin-1 
 
Q04760 Lactoylglutathione lyase 
P05067 Amyloid beta A4 protein 
 
Q06481 Amyloid-like protein 2 
P05090 Apolipoprotein D 
 
Q06828 Fibromodulin 
P05109 Protein S100-A8 
 
Q075Z2 Binder of sperm protein homolog 1 
P05154 Plasma serine protease inhibitor 
 






...continuação da tabela suplementar 6. 
P05155 Plasma protease C1 inhibitor 
 
Q08380 Galectin-3-binding protein 
P05156 Complement factor I 
 
Q12805 EGF-containing fibulin-like extracellular 
matrix protein 1 





Q13217 DnaJ homolog subfamily C member 3 
P06744 Glucose-6-phosphate isomerase 
 
Q13232 Nucleoside diphosphate kinase 3 
P07108 Acyl-CoA-binding protein 
 
Q13275 Semaphorin-3F 
P07195 L-lactate dehydrogenase B chain 
 
Q13332 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S 
P07205 Phosphoglycerate kinase 2 
 
Q13421 Mesothelin 
P07225 Vitamin K-dependent protein S 
 
Q13438 Protein OS-9 
P07237 Protein disulfide-isomerase 
 
Q13443 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 
P07288 Prostate-specific antigen 
 
Q13449 Limbic system-associated membrane protein 
P07339 Cathepsin D 
 
Q13510 Acid ceramidase 
P07355 Annexin A2 
 
Q14118 Dystroglycan 
P07384 Calpain-1 catalytic subunit 
 
Q14393 Growth arrest-specific protein 6 
P07602 Prosaposin 
 
Q14507 Epididymal secretory protein E3-alpha 
P07686 Beta-hexosaminidase subunit beta 
 
Q14508 WAP four-disulfide core domain protein 2 
P07711 Cathepsin L1 
 
Q14515 SPARC-like protein 1 
P07737 Profilin-1 
 
Q14697 Neutral alpha-glucosidase AB 
P07864 L-lactate dehydrogenase C chain 
 
Q15257 Serine/threonine-protein phosphatase 2A activator 






P08133 Annexin A6 
 
Q15904 V-type proton ATPase subunit S1 
P08174 Complement decay-accelerating factor 
 
Q16348 Solute carrier family 15 member 2 
P08195 4F2 cell-surface antigen heavy chain 
 




P08238 Heat shock protein HSP 90-beta 
 
Q16706 Alpha-mannosidase 2 
P08253 72 kDa type IV collagenase 
 
Q16769 Glutaminyl-peptide cyclotransferase 
P08294 Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn] 
 
Q1ZYL8 Izumo sperm-egg fusion protein 4 
P08473 Neprilysin 
 
Q309B1 Tripartite motif-containing protein 16-like protein 
P08571 Monocyte differentiation antigen CD14 
 
Q53GD3 Choline transporter-like protein 4 
P08697 Alpha-2-antiplasmin 
 
Q53H76 Phospholipase A1 member A 
P08758 Annexin A5 
 
Q58FF8 Putative heat shock protein HSP 90-beta 2 
P08962 CD63 antigen 
 
Q5GAN3 Probable inactive ribonuclease-like protein 13 
P09228 Cystatin-SA 
 
Q5J5C9 Beta-defensin 121 
P09237 Matrilysin 
 
Q5JS13 Ras-specific guanine nucleotide-




P09467 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 
 




...continuação da tabela suplementar 6. 
P09486 SPARC 
 
Q687X5 Metalloreductase STEAP4 
P09525 Annexin A4 
 
Q6BCY4 NADH-cytochrome b5 reductase 2 
P09529 Inhibin beta B chain 
 
Q6NT32 Carboxylesterase 5A 
P09543 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase 
 
Q6PCB0 von Willebrand factor A domain-
containing protein 1 
P09972 Fructose-bisphosphate aldolase C 
 
Q6UW15 Regenerating islet-derived protein 3-gamma 
P0C0L5 Complement C4-B 
 
Q6UWW0 Lipocalin-15 
P0C8F1 Prostate and testis expressed protein 4 
 
Q6UX06 Olfactomedin-4 
P0CG30 Glutathione S-transferase theta-2B 
 
Q6UXD5 Seizure 6-like protein 2 
P10253 Lysosomal alpha-glucosidase 
 




P10586 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F 
 
Q6XZB0 Lipase member I 
P10599 Thioredoxin 
 
Q6YHK3 CD109 antigen 
P10619 Lysosomal protective protein 
 
Q6ZMP0 Thrombospondin type-1 domain-
containing protein 4 
P10909 Clusterin 
 
Q7L266 Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase 
P11021 78 kDa glucose-regulated protein 
 
Q7L4I2 Arginine/serine-rich coiled-coil protein 2 
P11047 Laminin subunit gamma-1 
 
Q7RTZ1 Ovochymase-2 
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein 
 
Q7Z304 MAM domain-containing protein 2 
P11216 Glycogen phosphorylase, brain form 
 
Q7Z4W1 L-xylulose reductase 
P11279 Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 
 
Q86UD1 Out at first protein homolog 
P11684 Uteroglobin 
 
Q86VP6 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 
P11717 Cation-independent mannose-6-phosphate receptor 
 
Q86X29 Lipolysis-stimulated lipoprotein 
receptor 
P11766 Alcohol dehydrogenase class-3 
 
Q8IVN8 Somatomedin-B and thrombospondin type-1 domain containing protein 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain 
 
Q8IXA5 Sperm acrosome membrane-
associated protein 3 
P12110 Collagen alpha-2(VI) chain 
 
Q8IZJ3 
C3 and PZP-like alpha-2-
macroglobulin domain-containing 
protein 8 
P12277 Creatine kinase B-type 
 
Q8N114 Protein shisa-5 
P12429 Annexin A3 
 
Q8N257 Histone H2B type 3-B 
P12821 Angiotensin-converting enzyme 
 
Q8N6Q3 CD177 antigen 
P12830 Cadherin-1 
 
Q8NB42 Zinc finger protein 527 
P13473 Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 
 
Q8NCW5 NAD(P)H-hydrate epimerase 
P13686 Tartrate-resistant acid phosphatase type 5 
 
Q8NDC0 MAPK-interacting and spindle-
stabilizing protein like 
P13716 Delta-aminolevulinic acid dehydratase 
 
Q8NEX5 Protein WFDC9 
P13796 Plastin-2 
 
Q8NFT8 Delta and Notch-like epidermal growth factor-related receptor 
P13861 cAMP-dependent protein kinase type II-
alpha regulatory subunit 
 
Q8NFZ8 Cell adhesion molecule 4 
P13987 CD59 glycoprotein 
 




...continuação da tabela suplementar 6. 
P14174 Macrophage migration inhibitory factor 
 
Q8NHP8 Putative phospholipase B-like 2 
P14314 Glucosidase 2 subunit beta 
 
Q8NI22 Multiple coagulation factor deficiency protein 2 
P14384 Carboxypeptidase M 
 
Q8WUM4 Programmed cell death 6-interacting protein 
P14555 Phospholipase A2, membrane 
associated 
 
Q8WVQ1 Soluble calcium-activated nucleotidase 1 
P14618 Pyruvate kinase PKM 
 
Q8WXA2 Prostate and testis expressed protein 1 
P14625 Endoplasmin 
 
Q92484 Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3a 
P15144 Aminopeptidase N 
 
Q92485 Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3b 
P15289 Arylsulfatase A 
 
Q92597 Protein NDRG1 
P15291 Beta-1,4-galactosyltransferase 1 
 
Q92626 Peroxidasin homolog 
P15309 Prostatic acid phosphatase 
 
Q92692 Poliovirus receptor-related protein 2 
P15586 N-acetylglucosamine-6-sulfatase 
 




Q92820 Gamma-glutamyl hydrolase 
P16035 Metalloproteinase inhibitor 2 
 
Q92859 Neogenin 
P16070 CD44 antigen 
 
Q92896 Golgi apparatus protein 1 
P16152 Carbonyl reductase [NADPH] 1 
 
Q93099 Homogentisate 1,2-dioxygenase 
P16278 Beta-galactosidase 
 
Q969X1 Protein lifeguard 3 
P16562 Cysteine-rich secretory protein 2 
 
Q96A08 Histone H2B type 1-A 
P16870 Carboxypeptidase E 
 
Q96DA0 Zymogen granule protein 16 homolog B 
P17050 Alpha-N-acetylgalactosaminidase 
 
Q96GW7 Brevican core protein 
P17066 Heat shock 70 kDa protein 6 
 
Q96KP4 Cytosolic non-specific dipeptidase 
P17174 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 
 
Q96PH6 Beta-defensin 118 
P17405 Sphingomyelin phosphodiesterase 
 
Q96RS0 Trimethylguanosine synthase 
P17612 cAMP-dependent protein kinase catalytic 
subunit alpha 
 
Q96S96 Phosphatidylethanolamine-binding protein 4 
P17900 Ganglioside GM2 activator 
 
Q99497 Protein DJ-1 
P17931 Galectin-3 
 
Q99536 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog 
P17936 Insulin-like growth factor-binding protein 3 
 
Q99538 Legumain 
P18065 Insulin-like growth factor-binding protein 2 
 
Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain 
P18669 Phosphoglycerate mutase 1 
 
Q99816 Tumor susceptibility gene 101 protein 
P19440 Gamma-glutamyltranspeptidase 1 
 
Q99878 Histone H2A type 1-J 
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 
 
Q99985 Semaphorin-3C 
P19801 Amiloride-sensitive amine oxidase [copper-containing] 
 
Q99988 Growth/differentiation factor 15 






P20073 Annexin A7 
 
Q9BRK5 45 kDa calcium-binding protein 
P20142 Gastricsin 
 
Q9BS86 Zona pellucida-binding protein 1 
P20151 Kallikrein-2 
 
Q9BTY2 Plasma alpha-L-fucosidase 






...continuação da tabela suplementar 6. 
P20336 Ras-related protein Rab-3A 
 
Q9BUF5 Tubulin beta-6 chain 
P20337 Ras-related protein Rab-3B 
 
Q9BV36 Melanophilin 
P20618 Proteasome subunit beta type-1 
 
Q9BWD1 Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic 
P20827 Ephrin-A1 
 




Q9BXJ1 Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 1 
P21108 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 3 
 
Q9BY14 Testis-expressed sequence 101 protein 
P21266 Glutathione S-transferase Mu 3 
 
Q9BZQ8 Protein Niban 
P21399 Cytoplasmic aconitate hydratase 
 
Q9GZN4 Brain-specific serine protease 4 
P21741 Midkine 
 
Q9GZX9 Twisted gastrulation protein homolog 1 
P21810 Biglycan 
 
Q9H0B8 Cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 1 
P21926 CD9 antigen 
 




Q9H0W9 Ester hydrolase C11orf54 
P22234 Multifunctional protein ADE2 
 
Q9H1M4 Beta-defensin 127 
P22304 Iduronate 2-sulfatase 
 
Q9H239 Matrix metalloproteinase-28 
P22352 Glutathione peroxidase 3 
 
Q9H2U9 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 9 
P22392 Nucleoside diphosphate kinase B 
 
Q9H336 Cysteine-rich secretory protein LCCL domain-containing 2 
P22692 Insulin-like growth factor-binding protein 4 
 
Q9H3G5 Probable serine carboxypeptidase CPVL 
P22748 Carbonic anhydrase 4 
 
Q9H444 Charged multivesicular body protein 4b 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 
 
Q9H4B8 Dipeptidase 3 
P23526 Adenosylhomocysteinase 
 
Q9H4G4 Golgi-associated plant pathogenesis-
related protein 1 
P23528 Cofilin-1 
 
Q9HAT2 Sialate O-acetylesterase 
P24855 Deoxyribonuclease-1 
 




Q9HBA0 Transient receptor potential cation 
channel subfamily V member 4 
P25774 Cathepsin S 
 
Q9NQ84 G-protein coupled receptor family C group 5 member C 
P25786 Proteasome subunit alpha type-1 
 
Q9NQX5 Neural proliferation differentiation and 
control protein 1 
P25787 Proteasome subunit alpha type-2 
 
Q9NR45 Sialic acid synthase 
P25788 Proteasome subunit alpha type-3 
 
Q9NR50 Translation initiation factor eIF-2B 
subunit gamma 
P25789 Proteasome subunit alpha type-4 
 
Q9NR99 Matrix-remodeling-associated protein 5 
P26641 Elongation factor 1-gamma 
 
Q9NS15 Latent-transforming growth factor beta-binding protein 3 
P27348 14-3-3 protein theta 
 
Q9NS68 Tumor necrosis factor receptor 
superfamily member 19 
P27487 Dipeptidyl peptidase 4 
 
Q9NY33 Dipeptidyl peptidase 3 
P27797 Calreticulin 
 




...continuação e conclusão da tabela suplementar 6. 
P28066 Proteasome subunit alpha type-5 
 
Q9P2K2 Thioredoxin domain-containing protein 16 
P28799 Granulins 
 
Q9UBQ6 Exostosin-like 2 
P28838 Cytosol aminopeptidase 
 
Q9UBR2 Cathepsin Z 
P29218 Inositol monophosphatase 1 
 




P30044 Peroxiredoxin-5, mitochondrial 
 
Q9UHC6 Contactin-associated protein-like 2 
P30046 D-dopachrome decarboxylase 
 
Q9UHL4 Dipeptidyl peptidase 2 
P30050 60S ribosomal protein L12 
 
Q9UJJ9 N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase subunit gamma 
P30085 UMP-CMP kinase 
 
Q9UK41 Vacuolar protein sorting-associated protein 28 homolog 
P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 
 
Q9UNW1 Multiple inositol polyphosphate phosphatase 1 
P30101 Protein disulfide-isomerase A3 
 
Q9Y3R5 Protein dopey-2 
P30519 Heme oxygenase 2 
 
Q9Y4C8 Probable RNA-binding protein 19 
P30711 Glutathione S-transferase theta-1 
 
Q9Y4L1 Hypoxia up-regulated protein 1 
P31150 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 
 
Q9Y5X9 Endothelial lipase 
P31949 Protein S100-A11 
 
Q9Y5Z4 Heme-binding protein 2 
P32119 Peroxiredoxin-2 
 
Q9Y624 Junctional adhesion molecule A 
P34059 N-acetylgalactosamine-6-sulfatase 
 
Q9Y646 Carboxypeptidase Q 
P34096 Ribonuclease 4 
 
Q9Y653 G-protein coupled receptor 56 
P34913 Bifunctional epoxide hydrolase 2 
 
Q9Y6R7 IgGFc-binding protein 
P34932 Heat shock 70 kDa protein 4 
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Objective: To verify if the seminal plasma proteomic profile reflects sperm functional 
alteration and semen lipid peroxidation levels. Method: A cross-sectional study was 
performed including 156 normozoospermic patients. After semen retrieval by 
masturbation, an aliquot was utilized for semen analysis and another for evaluation of 
sperm mitochondrial activity, acrosome integrity and DNA fragmentation. The 
remaining semen volume was centrifuged and the supernatant seminal plasma was 
utilized for semen lipid peroxidation levels evaluation, and proteomic analysis. 
Patients were divided into percentiles (15%) to form the experimental groups: Study 
1 – high (control group) and low (altered group) sperm mitochondrial activity; Study 2 
– high (control group) and low (altered group) sperm acrosome integrity; Study 3 – 
low (control group) and high (altered group) sperm DNA fragmentation; Study 4 – low 
(control group) and high (altered group) semen lipid peroxidation levels. Proteomic 
analysis was performed by a LC-MS/MS approach. Groups were compared using 
univariate (Student’s t test) and multivariate (PLS-DA and discrimant analysis) 
analyses. Differentially expressed proteins were then utilized for functional 
enrichment analysis. Results: 506, 493, 474, and 629 proteins were observed in 
studies 1, 2, 3, and 4, respectively.  Enriched functions in study 1 were reactive 
oxygens species detoxification, and NADP binding (control group), and 
intramolecular oxidoreductase activity, aminoglycans catabolism, endopeptidases 
inhibition, lysosomes, and acute-phase response (altered group). In study 2, main 
enriched functions were acute-phase response (control group), and phospholipase 
inhibition, arachidonic acid metabolism, exocytosis, regulation of acute inflammatory 
response, response to hydrogen peroxide and lysosomal transport (altered group). In 
study 3, main enriched functions were carbohydrates metabolism, lipoprotein 
regulation, negative regulation of apoptosis, hormone metabolism, metalopeptidases 
activity, NAD binding, and lysosomes (control group), and prostaglandin 
biosynthesis, and fatty acid binding (altered group). In study 4, enriched functions 
were unsaturated fatty acid biosynthesis, oxidants and antioxidants activity, and 
cellular response to heat stress (altered group). In total, 8, 6, 8, and 7 seminal 
biomarkers were proposed for studies 1 (mitochondrial activity), 2 (acrosome 
integrity), 3 (DNA fragmentation), and 4 (lipid peroxidation), respectively. 
Conclusions: The seminal plasma proteomic profile reflects sperm functional 
alterations and semen lipid perodixation levels, and several post-genomic functions 
are related to the studied alterations. Proteins related to sperm functional alterations, 
and semen lipid peroxidation levels constitute potential seminal biomarkers for each 
alteration. 
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